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RESUMO

Brito, M. R. Caracterizagao molecular e fenotipica da bananeira cultivar Terra
transformada com o gene six.

Muitas doengas afetam significativamente a bananicultura, a exemplo do
Moko, causada pela raga 2 de Ralstonia solanacearum. O uso de variedades
resistentes € o método de controle mais adequado desta doenca, porém a maioria
das variedades € altamente suscetivel e ndo se conhecem fontes de resisténcia
natural. Visando contornar esse problema, pesquisas realizadas na Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical geraram diferentes eventos de transformagéao da
cultivar Terra Maranhao (AAB) transformadas com o gene stx, que codifica para a
sarcotoxina IA. O presente trabalho objetivou caracterizar esses transformantes
fazendo analises comparativas com plantas nao transformadas. Foram realizados
estudos visando: a) confirmar a insergao e numero de copias do gene stx, b)
caracterizar morfologicamente os transformantes, c) verificar o efeito da inser¢ao
do gene stx sobre a populagdo de microrganismos, e d) caracterizar os
transformantes quanto a resisténcia ao Moko da bananeira. As analises de
Southern blot permitiram confirmar a inser¢do do transgene. Apenas o evento
27::1 mostrou um perfil diferente quanto ao numero de copias. Embora as
analises morfologicas revelassem a presenca de trés grupos diferentes, esta
variabilidade nao foi associada a transgenia. Nao foi detectada qualquer diferenca
entre plantas transformadas e nao transformadas quanto a populagéo de fungos
avaliados. Todavia, houve uma redugéo significativa da populagdo de bactérias
endofiticas nas raizes de plantas transformadas sugerindo um potencial efeito da
sarcotoxina IA sobre esses microrganismos. Foram verificadas diferengas quanto
a reacao de resisténcia a R. solanacerum em termos de redugao de taxa de
progresso da doenga e valores finais de severidade. Todavia, n&do foi possivel
observar um efeito significativo na reducédo dos sintomas de Moko. Os resultados
obtidos, apesar de parciais, abrem novas perspectivas sobre o potencial e riscos

de uso deste tipo de genes na agricultura.

Palavras - chaves: Moko da bananeira, Musa spp., Ralstonia solanacearum.



ABSTRACT

Brito, M. R. Phenotypic and molecular characterization of banana cultivar
Terra transformed with the stx gene.

Banana and plantain production is affected by several diseases, such as
Moko, caused by Ralstonia solanacearum race 2. Use of resistant varieties is the
most desirable control method, but most available banana genotypes are highly
susceptible and no resistant sources are known. In this sense, researchers at
Embrapa Cassava and Tropical Fruits started studies aiming to obtain resistant
plants by using genetic engineering approaches. These studies generated several
transgenic lines of the banana cultivar Terra Maranhdo (AAB) carrying the stx
gene, which encodes to sarcotoxin |IA. This work aimed to characterize at
phenotypic and molecular levels these transgenic lines by means of comparative
analysis with its relative wild type. Studies addressed to a) confirm the insertion
copy number of stx gene, b) characterize morphologically the plants, c) verify the
effect of stx expression against endophytic and rhizosphere associated
microorganism and d) evaluate the resistance to banana Moko disease, were
performed. Southern blot analyses confirmed the stx gene insertion. Only the 27::1
line showed a different profile regarding the transgene copy numbers. Despite that
the morphological analyzes ranked the genotypes in three different groups, it was
not considered as changes induced by the transgene insertion, but as a normal
variability of the used parameters. Differences between transformed and wild type
plants regarding reduction of fungal populations were no observed. However,
there was a significant reduction of the endophytic bacterial population in the roots
of transformed plants, suggesting a putative effect of stx expression against the
endophytic bacterial population. Despite the differences in terms of Moko disease
progress rate and severity verified, it no significant effect of stx on Moko intensity
reduction was several. Although these results obtained are preliminary, its opens
up new prospects of potential and risks of using antimicrobial wide-spectrum

genes to produce diseased resistante cultivars for agricultural purposes.

Keywords: Banana Moko disease, Musa spp., Ralstonia solanacearum.



INTRODUGAO

Originaria do Sudoeste da Asia e simbolo dos paises tropicais, a banana
(Musa ssp.) é a fruta fresca mais consumida no mundo. Esta fruteira é
considerada mundialmente um importante alimento em razdo da sua composicao
quimica e conteudo em vitaminas e minerais, bem como pela sua versatilidade e
de modalidades de uso (processamento, frita, cozida, consumo in natura) (LIMA,
et al., 2003).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
bananicultura esta entre as atividades agricolas de maior expressdo econémica e
elevado alcance social no Brasil. Os principais Estados produtores sao: Bahia,
Sao Paulo e Santa Catarina (IBGE, 2010). Todavia, a produgdo de banana
apresenta problemas fitossanitarios que afetam significativamente a
sustentabilidade desta atividade e podem constituir sérias ameacas para a
cultura, a exemplo do mal-do-Panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense) a
Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) e a murcha bacteriana ou Moko da
bananeira, causada pela raca 2 da bactéria Ralstonia solanacearum Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. (HAYWARD, 1994; YABUUCHI et al.,
1995).

A confirmagéo oficial do Moko no Brasil ocorreu em 1976, no Territério
Federal do Amapa e, atualmente, esta presente em quase todos os estados da
regido Norte e Sergipe. A doenca € um sério entrave para a producao de banana
na regido Amazonica e representa uma ameaga para outras regides do Brasil. A
bactéria provoca infecgdo sistémica e pode atingir todos os 6rgaos da planta,
independentemente do estagio fenoldgico, desde o estadio de brotacao jovem até
plantas em producao (KIMATI et al. 2005).

O Moko é praga quarentenaria A2 (praga quarentenaria presente, mas nao
se encontram amplamente distribuidas) e por esta razdo, devem ser tomadas
medidas baseadas no principio de exclusdo. Assim, o controle deve ser focado na
prevencao da entrada da doenca em areas consideradas livres da praga. Apos a
constatacdo da doenca, a medida a se tomar é a erradicacado imediata dos focos,
visando impedir o estabelecimento da doenga e sua disseminagédo (MICHEREFF
e BARROS, 2001).

O uso de cultivares resistentes seria a medida de controle mais adequada.

Todavia até o momento, ndo foram constatadas fontes de resisténcia natural, o
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que limita a obtengdo de gendtipos resistentes via melhoramento convencional
(SILVA et al. 2004).

Nesse sentido, o Programa Nacional de Melhoramento Genético de
Bananeira, conduzido pela Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical iniciou os
trabalhos de transformacao genética de bananeira com o gene stx que codifica
para a sarcotoxina IA, procedente da Sarcophaga peregrina (mosca varejeira). A
sarcotoxina |IA é um peptideo antimicrobiano com comprovada acao
antibacteriana (ALY et al.,, 1999; OHSHIMA et al., 1999; MITSUHARA et al.,
2000). Nesse intuito, eventos de transformacdo de bananeira cultivar Terra
Maranhao foram obtidos.

O presente trabalho objetivou caracterizar em nivel molecular e fenotipico
esses transformantes fazendo analises comparativas com plantas néao
transformadas. Foram realizados estudos visando: a) confirmar a insergcéo e
namero de coépias do gene stx, b) caracterizar morfologicamente os
transformantes, c) verificar o efeito da expressao do gene stx sobre a populagao
de microrganismos endofiticos e ou associados a rizosfera, e d) caracterizar os
transformantes quanto a resisténcia ao Moko da bananeira. A dissertacao esta
dividida em dois capitulos. O primeiro é uma revisdo bibliografica onde se
abordam aspectos relevantes sobre a cultura da banana e do Moko da bananeira.
Adicionalmente, aspectos relacionados a transgenia e peptideos antimicrobianos
foram discutidos, relatando estudos ja realizados utilizando estes peptideos
visando aumentar a resisténcia de plantas a doengas bacterianas. No segundo

capitulo resultados das pesquisas conduzidas neste trabalho sdo apresentados.



CAPITULO 1

Moko da bananeira: aspectos gerais da doengca e uso de

peptideos antibacterianos na engenharia genética




RESUMO

Brito, M. R. O Moko da bananeira: aspectos gerais da doenca e uso de

peptideos antibacterianos na engenharia genética

Foi realizada uma revisédo sobre as particularidades da cultura da banana e
seus problemas fitossanitarios com foco no Moko da bananeira. Foram também
discutidos aspectos sobre o0 uso de peptideos antimicrobianos na obtencao de
plantas geneticamente modificadas. Inicialmente foi descrita a origem, distribui¢cao
geografica, classificagdo botanica e aspectos morfoldgicos inerentes a cultura da
bananeira, sempre com énfase na cultivar Terra Maranhdo (AAB). Além disso,
uma abordagem panoramica foi abordada, ressaltando a posi¢do do Brasil no
ranking dos maiores produtores mundiais. Por constituir o principal fator limitante
ao desenvolvimento da bananicultura, aspectos referentes ao Moko da bananeira,
como caracteristicas da Ralstonia solanacearum envolvendo toda uma
complexidade de classificagao, a etiologia da doencga, a epidemiologia e controle
foram cuidadosamente discutidos. Finalmente, uma abordagem sobre o uso de
peptideos antimicrobianos e sua aplicagdo na obtengao de plantas transgénicas
visando resisténcia a fitopatdogenos foi relatada, ressaltando a necessidade de

realizacédo de trabalhos nessa diregao.

Palavras-chaves: Cultivar Terra Maranhdo, Ralstonia solanacearum,

Transgénicas.



ABSTRACT

Brito, M. R. Banana Moko disease: general aspects of the disease and use of

antibacterial peptides in genetic engineering

A review was made on the particularities of the banana plant and its
problems with focus on Moko of banana. Some aspects about the use of
antimicrobial peptides to obtain genetically modified plants were discussed. Initially
the origin, geographical distribution, botanical classification and morphological
features inherent culture of banana were described, with an emphasis on
cultivating the Terra Maranhdo (AAB). In addition, an overview approach was
discussed, highlighting Brazil's position in the ranking of the largest producers.
Considering the main limiting factor to banana cultivation, the aspects related to
the Moko of banana, as the Ralstonia solanacearum classification, disease
etiology, epidemiology and control were thoroughly discussed. Finally, a
discussion on antimicrobial peptides and their application to produce transgenic
plants aiming resistance to plant pathogens were reported, emphasizing the

researches needed in that direction.

Keywords: Cultivar Terra Maranhdo, Ralstonia solanacearum, Transgenic.



1.1 A cultura da banana

A palavra banana tem origem africana e é conhecida também pelos nomes
de banano, platano, guineo e camburé (SOTO BALLESTERO,1992). Segundo
Alves (2001) a banana é considerada uma das primeiras frutas utilizadas na
alimentacdo humana e é originaria do Sudoeste da Asia, nas regides que hoje
compreendem Filipinas, Malasia e Indonésia. Posteriormente se disseminou para
outras regides da Asia, india e Africa. Somente no século XVI (1516) foi que os
europeus a introduziram na Ameérica, onde encontrou condicbes climaticas
favoraveis para seu desenvolvimento. No Brasil, o cultivo se espalhou
rapidamente entre as comunidades indigenas e em pouco tempo passou a ser
parte integrante de um numero significativo de pratos tradicionais.

Atualmente, € um cultivo de ampla distribuicdo pela sua adaptagao tanto
nos tropicos como nos subtrépicos (ALVES, 2001; SOTO-BALLESTERO, 1992).

A distribuicdo geografica da bananeira € normalmente encontrada na faixa
compreendida entre 30° latitude norte e 30° de latitude sul. Segundo Moreira
(1999), existe ainda a possibilidade de seu cultivo em latitudes acima de 30°,
entretanto, nem todas as regides dentro dessa faixa apresentam condi¢oes
favoraveis ao plantio comercial por apresentar caracteristicas como altas
temperaturas constantes, umidade relativa elevada ou inadequada distribuicao
das chuvas (DANTAS e SOARES FILHO 2000).

Monocotiledénea e herbacea perene, a bananeira possui um ciclo
vegetativo com desenvolvimento de forma continua e acelerada. E uma planta
muito exigente em relagcdo a temperatura e a umidade, sendo recomendado
indice pluviométrico mensal de 100 mm e temperatura em torno de 28 °C. A
oscilacado desses indices pode implicar na redugao no desenvolvimento da planta
(MOREIRA, 1987). O periodo compreendido entre o plantio e a colheita do fruto
pode oscilar de 12 a 18 meses (LIMA, 2003). E propagada vegetativamente por
meio de mudas ou brotos, embora espécies selvagens sejam propagadas por
sementes (ALVES, 2001).

A bananeira pertence a divisao Angiospermae, classe Monocotyledoneae,
ordem Scitaminae e familia Musaceae (DANTAS e SOARES FILHO, 2000). A

familia Musaceae é constituida por dois géneros: Musa (bananas comestiveis) e
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Ensete (bananas silvestres). O primeiro apresenta 35 espécies e o segundo sete
espécies (ROCHELLE et al., 1991).

A classificagdo proposta por Cheesman em 1948 e aceita atualmente no
mundo inteiro para o género Musa, baseia-se na divisdo em 4 subgéneros:
Eumusa e Rhodochlamys (2n = 22), Callimusa e Australimusa (2n = 20). Os
subgéneros Callimusa e Rhodochlamys isoladamente nao produzem frutos
comestiveis. O subgénero Australimusa compreende cinco espécies, das quais a
Musa textilis e a Musa fehi sao mais conhecidas, sendo utilizadas em alguns
paises para extragcdo de fibras téxteis das bainhas vasculares. No subgénero
Eumusa, ou simplesmente Musa, se encontram as bananas comestiveis que tem
grande valor comercial como a Musa acuminata e Musa balbisiana (DANTAS e
SOARES FILHO, 2000).

Na evolucdo das bananeiras comestiveis participaram, principalmente, as
espécies diploides selvagens M. acuminata (genoma A) e M. balbisiana (genoma
B), do subgénero Eumusa, de modo que os gendétipos podem conter combinagdes
variadas de genoma completo dessas espécies. Da combinagdo entre estes
dipldides selvagens resultaram os seguintes grupos: dipléides (AA, BB e AB),
tripldides (AAA, AAB e ABB) e tetraploides (AAAA, AAAB, AABB, ABBB)
(SIMMONDS e SHEPHERD, 1955) (Figura 1.1).

Além da participagao das espécies M. aculminada e M. balbisiana, também
houve a contribuicdo de outras espécies, como M. angustigemma ( genoma T), do
subgénero Australimusa e da M. schizocarpa (genoma S), do subgénero
Rhodochlamys. O envolvimento dessas se¢des em algumas cultivares da Nova
Guiné foi comprovada por GISH (genomic in situ hybridization), onde se
identificaram as combinagbes AS, AAS, ABBS, AAT e ABBT em bananeira
(D’HONT et al., 2000).
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Figura 1.1: Evolugdo da bananeira a partir das espécies Musa acuminata e Musa
balbisiana (SIMMONDS e SHEPHERD, 1955).

As cultivares mais difundidas no Brasil sdo a Prata, Pacovan, Prata An3,
Macga, Mysore, Terra e D’Angola, do grupo AAB, utilizadas unicamente para
mercado interno; Nanica, Nanicdo e Grande Naine, do grupo AAA, usadas
principalmente para exportacdo. Em menor escala, sdo plantadas ‘Ouro’ (AA),
‘Figo Cinza’ e ‘ Figo vermelho’ (ABB), ‘Caru Verde’ e ‘ Caru Roxa’ (AAA). (SILVA
et al., 1999).

Morfologicamente, a bananeira € um vegetal completo, cujas principais
partes sao: sistema radicular, caule subterraneo (rizoma), pseudocaule, folhas e
cacho (Figura 1.2).

O sistema radicular da bananeira é formado por uma raiz principal, ou
primaria, da qual se desenvolvem, lateralmente, as raizes secundarias e

terciarias, responsaveis pela absorgdo de agua e nutrientes. O rizoma é o local
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onde ocorre a formagao das raizes, das folhas, da inflorescéncia e a geragao de
novos rebentos (MANICA, 1997).

O pseudocaule corresponde o que normalmente € denominado de caule e
possui uma estrutura constituida pelas bainhas foliares sobrepostas. No
prolongamento das bainhas encontram-se as folhas, que, por conseguinte sao
compostas de bainha foliar, peciolo, nervura central e limbo foliar. A folha da
bananeira que ainda nao se abriu chama-se de vela, charuto ou folha-bandeira
(LIMA, 2003).

O cacho é composto pelo: engago, raquis e coragdo. O engago € o
pedunculo da inflorescéncia, que tem inicio no apice do pseudocaule e termina na
insercéo da primeira penca. O raquis é o eixo de inflorescéncia, que inicia no
ponto onde termina o engaco e alonga-se até o local de insercdo do botao floral.
As flores femininas formarao os frutos e estdo inserias no raquis feminino, que se
inicia no ponto onde comeca a primeira penca e estende-se até a ultima. As flores
masculinas estdo no raquis masculino, a partir do ponto de inser¢gao da ultima
penca e termina no botao floral (MANICA, 1997).

A penca é formada pelo conjunto de frutos, estruturadas em duas fileiras
horizontais e paralelas. O ponto de fusdo dos pedunculos recebe o nome de
“almofada”. O conjunto de flores masculinas ainda em desenvolvimento é

conhecido como bot&o floral ou “coragdo” (SIMAO, 1971).
Engago

‘ ‘Raqua >
feminino
Raguiz
mascullno )

Figura 1.2: Estrutura e partes da bananeira. (SOFFNER, 2001).

Bainha foliar

Pseudocaule
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Os tamanhos das partes da bananeira dependerdo da espécie, cultivar,
condicbes edafoclimaticas e tratos culturais. A cultivar Terra ou Platanos sao
muito heterogéneas, possuem frutos grandes e sdo consumidos na maioria das
vezes fritos, cozidos ou assados, devido ao seu alto conteudo amilaceo, mesmo
quando maduras. Apresentam porte alto, podendo atingir até 5,9 m de altura. Séao
plantas muito robustas e vigorosas, com um pseudocaule forte de 20 a 25 cm de
diametro. As folhas em numero de 35 a 41 por planta sao largas e compridas, de
coloragao verde clara, tém bracteas e restos florais persistentes e coracdo bem
desenvolvido. Os cachos sdo médios a grandes, com 8 a 12 pencas por cacho,
apresentando frutos compridos e grossos, pesando de 150 a 200 g e
comprimento entre 23 a 29 cm (MANICA, 1997).

Durante o seu ciclo, a bananeira esta sujeita a ocorréncia de mais de 20
doencgas, sejam essas de etiologia fungica, viral, nematoda ou bacteriana
(CORDEIRO, 2000; PEREIRA et al., 2000; ZAMBOLIM et al., 2002).

1.2 Panorama da bananicultura mundial

A banana assume lugar de destaque na produgcdo mundial de bens
agricolas por parte de diversos paises, principalmente aqueles localizados nos
tropicos. Além de ser um alimento complementar da dieta da populacéo, a banana
apresenta grande relevancia social e econémica, servindo como fonte de renda
para muitas familias de agricultores. A atividade gera postos de trabalho no
campo e na cidade e contribui direta e indiretamente para o desenvolvimento das
regides envolvidas em sua producao (FIORAVANCO, 2003).

Segundo o Centro de Socioeconomia e Planejamento Agricola (2009), seus
frutos representam a quarta mercadoria mais importante comercializada no
mundo, precedido pelo arroz, trigo e milho. Alguns aspectos contribuem para que
a banana continue sendo a fruta mais comercializada no mundo, como a
facilidade de propagacdo, o bom rendimento por hectare, o fato de ser uma
cultura de ciclo curto, de produgao continua, de facil manipulacido quando verde,
além de facil armazenamento e maturagao acelerada (ALVES, 2001).

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), em 2008 a producao
mundial foi de aproximadamente 90,7 milhdes de toneladas e rendimento médio

de 18,8 toneladas por hectare (FAO, 2008). A india lidera o ranking dos paises
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produtores, seguida por Filipinas, China, Brasil e Equador (Figura 1.3). Sua
producao foi superada apenas pela melancia, com 93,2 milhdes de toneladas; a
uva vem na terceira posigao, com 66,3 milhdes de toneladas, seguida pela mag3,
com 64,2 milhdes de toneladas e laranja, com 63,9 milhdes de toneladas.

india
25,6%

Outros
40,7%

Filipinas
9,6%

China

. 8,9%
Equador Brasil
7.4% 7,8%

Figura 1.3: Participagao dos principais paises na produgdo mundial de
banana em 2008. (FAO, 2008).

Os paises da América Latina sao os maiores exportadores de banana, com
o dominio de 80% do mercado, sendo o Equador o maior exportador da fruta.
Outros exportadores importantes sdo Costa Rica, Filipinas, Colébmbia e
Guatemala. Os Estados Unidos sdo os maiores importadores, com 33% do
mercado de banana (FAO, 2008).

No Brasil, a banana é a segunda fruta mais produzida, atras apenas da
laranja, cuja produgéo esta fortemente associada ao processamento industrial de
suco concentrado para exportagdo. Segundo dados do IBGE, o cenario da
bananicultura no Brasil registra um total de 7,43 milhdes de toneladas produzidas,
uma area plantada de 562,1 mil hectares e uma area colhida de 531,83 mil
hectares (IBGE, 2010). A Bahia € o maior estado produtor, seguido de Sao
Paulo, Santa Catarina, Para e Minas Gerais (Figura 1.4) (FAO, 2008). As regides

produtoras de maior destaque no Brasil sdo o Vale do Ribeira, no Estado de Sao
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Paulo, Jaragua do Sul, em Santa Catarina, Janauba no Norte de Minas e
Petrolina/Juazeiro no Nordeste (BORBOREMA, 2003).

Bahia
20,2%

Outros
38,6%

Sao Paulo
17,5%

Minas Gerais ] Santa Catarina
7,6% Para 8,2%

7,9%
Figura 1.4: Principais Estados produtores de banana no Brasil em 2008.
(FAO, 2008).

As cultivares mais plantadas no Brasil sdo: Prata, Pacovan, Prata Ana,
Maca, Mysore, Terra, D’Angola, Nanica, Nanicido, Grande Naine e Ouro. Neste
cenario, a cultivar Terra, utilizada no presente trabalho, ndo apresenta grande
destaque em termos de cultivo no Brasil. S&o cultivadas geralmente por pequenos
agricultores, como fonte adicional de renda, sem utilizarem tecnologia e insumos
modernos para aumentar a produtividade e melhorar a qualidade do produto para
exportacao (ALVES, 2001).

A FAO nao registra a produgado de platanos no Brasil devido a pouca
expressividade dessa cultura. Contudo, paises como a Uganda, Colémbia e Gana
sao os principais produtores e representam respectivamente 27,3%, 9,8% e 8,5 %
da produgao de platanos (FAO, 2008).

Existem poucas publicacdes técnico-cientificas sobre banana tipo Terra no
Brasil, e seu cultivo se baseia em tecnologias exploradas de outras cultivares
(MOURA et al., 2002).
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Dentre as moléstias que afetam significativamente tanto a bananeira
quanto outras culturas agrondmicas, a murcha bacteriana que possui como
agente etiolégico a Ralstonia solanacearum, é considerada a principal doenga

vascular de origem bacteriana no mundo (HAYWARD, 1991).

1.3 Caracteristicas de Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum é uma bactéria gram-negativa, habitante do solo,
aerobica, bastonetiforme, com dimensdes de 0,5 a 1,0 um x 1,5 a 3,0 ym, com
células nao esporogénicas, que apresenta um ou mais flagelos polares,
raramente iméveis (PELCZAR et al., 1996; GENIN e BOUCHER, 2002). Como
fonte energética R. solanacearum acumula poli-B-hidroxibutirato e faz parte do
grupo das bactérias nao fluorescentes. Embora n&o produza pigmento
fluorescente, produz pigmento marrom em meio de cultura solido contendo
tirosina. Frequentemente pode reduzir nitrato a nitrito com produc¢ao de gas, mas
n&o hidrolisa o amido. E fraca degradadora de gelatina e n&o utiliza arginina ou
betaina como fonte de carbono. E tolerante a sais e a temperatura minima de
crescimento esta entre 8 — 10°C, 6timo de 32 — 35°C e temperatura maxima de
aproximadamente 40°C. A tolerancia minima de pH ¢é 6,0, 6timo de 6,6 e maximo
de 8,0 (MEHAN et al., 1994; ALIPPI et al., 2003).

A bactéria possui um genoma composto de dois replicons circulares
constituidos de um cromossomo de 3,7 megabases (Mb) e um megaplasmidio de
2,1 Mb, caracteristica conservada em grande partes das estirpes analisadas
(SALANOUBAT, et al.,, 2002). As duas moléculas tém o conteudo de C + G
parecido, 67,04% e 66,86% para o cromossomo e para 0 megaplasmidio,
respectivamente, e um genoma que codifica 5.129 proteinas. Pequenos
plasmideos de menos de 100 quilobases (Kb) podem ser encontrados em
algumas variantes e provavelmente estao relacionados a transferéncia lateral de
genes de outras bactérias do solo (GENIN e BOUCHER, 2002).

Com relagdo a classificagdo intra-especifica, R. solanacearum é
classificada em cinco ragas com base na espécie hospedeira (Tabela 1.1).
Estirpes da ragca 1 afetam um maior niumero de culturas, incluindo batata
(Solanum tuberosum L.), tomate (Solanum lycopersici L.), fumo (Nicotiana

tabacum L.) e solanaceas em geral. A ragca 2 é patogénica a musaceas
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(bananeira tripléide e Heliconia sp.), enquanto a raga 3 € considerada especifica
da batata e ocasionalmente tomate (BUDDENHAGEN et al., 1962 HAYWARD,
1994; SILVEIRA et al., 2002). Outros autores ainda propuseram a adicado de mais
duas ragas a este sistema de classificacdo. A raga 4 € caracteristica de estirpes
que afetam o gengibre e a raga 5, relatada na China, infecta plantas de amora
(HE et al., 1983).

Tabela 1.1: Classificacao intra-especifica de Ralstonia solanacearum

Racas Biovar Hospedeiro
1 (| AV Diversos
2 [, I, VI Musaceas
3 i1, HA, IT Batata e geranio
4 lelv Gengibre
5 V Amoreira

Fonte: Daughtrey (2003)

Além da classificagdo em ragas, R. solanacearum pode ser distinguida em
biovares de acordo com a capacidade de metabolizar agucares e alcodis. Hayward
(1964) considerou a existéncia de quatro biovares e, posteriormente, He et al.

(1983) propuseram uma nova biovar (V) , conforme Tabela 1.2.
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Tabela 1. 2. Determinacgao de biovares de Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum

Biovarl Biovarll Biovarlll BiovarlV BiovarV
+

Testes

Manitol - - +
Sorbitol - -
Dulcitol - -
Trealose + -
Lactose - +
Maltose - +
Celobiose - +
Gas em nitrato - -
Fonte: Schaad et al. (2001)

As estirpes dos biovares | e |l encontram-se amplamente distribuidas. O

+ + + +

+ + 4+ + + + +
| I |
+ + 4+ + +

biovar | € encontrado geralmente em regides de clima quente e caracteriza-se por
afetar o maior niumero de espécies de plantas. A biovar Il corresponde a raca 3 e
predomina em regides de clima temperado, sendo composta por estirpes que
infectam predominantemente culturas de batata. A biovar Ill estda adaptada as
regides quentes dos tropicos (HAYWARD, 1991). Estirpes pertencentes a biovar
IV normalmente infectam gengibre e a biovar V, encontrada na China infecta
plantas de amoreira (HE et al., 1983).

A aparente homogeneidade das biovares pode ser diminuida com a adigao
de outros critérios fenotipicos como foi comprovado com diferentes isolados da
biovar Il, que era considerado previamente como um grupo homogéneo quanto a
caracteristica fenotipica (HAYWARD, 1994). Esta nova subdivisdo da biovar Il se
realiza com provas adicionais usando os agucares trealose, inositol e D-ribose,
bem como na determinacgao de atividade pectolitica e de reducao de nitrato. Com
base nesses critérios adicionais, novos fendtipos foram obtidos de isolados da
biovar Il, que foram designados como biovar IIA (A de andino) e lIT (T de tropical),
conforme Tabela 1.3 (HAYWARD, 1994).

Tabela 1.3. Diferenciagéo da biovar |l

Testes Biovar Il Biovar IIA BiovarlINou T
Utilizacao de trealose - + +
Utilizacao de inositol + - +
Utilizacao de D-ribose - - +
Atividade pectinolitica baixa Alta Alta

Fonte: Janse (2005)
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Fegan e Prior (2005), fundamentados em estudos moleculares, apoiaram a
ideia de que R. solanacearum € um grupo de espécies e n&d0 uma espécie unica,
e propuseram um novo sistema de classificacdo genética baseada em quatro
niveis taxondémicos equivalentes a espécies, subespécies, grupos intra-

subespecificos e linhagens clonais (Tabela 1.4).

Tabela 1.4. Esquema de classificacdo de Ralstonia solanacearum

. n s Equivaléncia Método de
Nivel taxonémico n . Nomenclatura . e n
taxonomica identificagao
Espécie Espécie R. solanacearum PCR
o . . Filotipos I, I, llle  PCR multiplex
Filotipo Subespécie I\ (regio ITS)

Sequenciamento e
analises do gene
egl
(endoglucanase)
Fingerprinting do
genoma (rep-PCR,
Clone Linhagens clonais RAPD, AFLP,
PFGE (pulsotipo),
etc)

Grupos intra-

Sequevar subespecificos Sequevares 1-23

Fonte: Fegan e Prior (2005).

Baseados na analise de sequéncias de rDNA 16S, dos genes mutS, hrpB e
egl e regides ITS, Fegan e Prior (2005) propuseram uma divisdo de R.
solanacearum em quatro filotipos. Cada filotipo reflete a origem geografica da
estirpe, onde os filotipos | e |l apresentam estirpes da Asia e América,
respectivamente, o filotipo Ill estirpes da Africa, e o filotipo IV agrupa isolados da
Indonésia, Japao e Australia. Posteriormente, os filotipos foram subdivididos em
23 sequevares, baseado em sequenciamento do gene eg/ (endoglucanase) e
analises filogenéticas deste (FEGAN e PRIOR, 2005; PRIOR e FEGAN, 2005).

Estudos relacionados a diversidade genética de linhagens de R.
solanacearum capazes de causar murcha bacteriana em banana revelaram a
predominancia do filotipo Il, independente da regido de origem (FEGAN e PRIOR,
2006; PINHEIRO, dados nao publicados)

Fegan e Prior (2005) também classificaram R. solanacearum em linhagens
clonais baseados em meétodos fingerprinting do genoma através de rep-PCR,
RAPD, AFLP e PFGE. Recentemente os autores Stevens e Van Elsas (2010)

classificaram R. solanacearum por pulsotipos (clones), na qual analisa perfis das
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estirpes baseando-se em andlises de eletroforese de campo pulsado (PFGE-
Pulsed Field Gel Electrophoresis).

Diante da grande diversidade de R. solanacearum, o conhecimento da
estrutura genética populacional dessa bactéria € fundamental para estudos
epidemiolégicos e o controle efetivo da doenga, principalmente para o

desenvolvimento de gendtipos resistentes.

1.4 Ralstonia solanacearum em culturas agronémicas e florestais

A murcha bacteriana foi relatada pela primeira nos Estados Unidos da
América, em 1886, por Erwin F. Smith, como Bacillus solanacearum e dezoito
anos apos sua descricdo inicial, o proprio autor a reclassificou como
Pseudomonas solanacearum, que prevaleceu por quase 80 (KELMAN, 1953).
Estudos moleculares tém facilitado o entendimento das relagcdes evolutivas neste
patdgeno resultando em novas classificagdes de mudanga de género. Palleroni et.
al. (1973), em estudo baseado na homologia de sequéncias do rDNA dividiu o
género Pseudomonas em cinco grupos de espécies. A espécie P. solanacearum
pertencente ao grupo das néo fluorescentes foi considerada como integrante do
grupo |l. Posteriormente essa espécie foi transferida para o género Burkholderia
por Yabuuchi et al. (1992). Em 1995, com a criagdo do género Ralstonia, o agente
causal da murcha bacteriana foi reclassificado como Ralstonia solanacearum,
com base na analise filogenética da sequéncia de nucleotideos do gene 16S de
rDNA, composicao de lipideos celulares e acidos graxos (YABUUCHI et al.,
1995).

Ralstonia solanacearum é largamente distribuida em todos os continentes e
ocorre na maioria das regides tropicais, subtropicais e quente-temperadas
(HAYWARD, 1994). A bactéria tem sido relatada em paises como: Belize, Brasil,
Colémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Granada, Guatemala, Guiana,
Honduras, Jamaica, México, Nicaragua, Panama, Peru, Suriname, Trinidad e
Tobago, EUA, Venezuela nas Américas; Etidpia, Libia, Malawi, Nigéria, Senegal
na Africa e india, Filipinas, Indonésia, Malasia, Tailandia e Vietnd (OEPP/EPPO,
2006).

No Brasil, a espécie foi relatada pela primeira vez por Von Parseval em

1922 em fumo e batata no estado do Rio Grande do Sul. Posteriormente, um
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grande numero de informagdes sobre a ocorréncia da doenga em diversas culturas
economicamente importantes foram divulgadas (BRINGEL, 2002).

A doenca afeta mais de 200 espécies de plantas, englobando
aproximadamente 50 familias botanicas sendo assim considerada uma das mais
importantes de origem bacteriana do mundo (HAYWARD, 1991). Culturas de
importancia econémica como: batata (Solanum tuberosum), tomate (Solanum
lycopersicum), banana (Musa ssp.), fumo (Nicotiana tabacum), pimentéao
(Capsicum annuum), berinjela (Solanum melongena), pimenta (Capsicum
frutescens), gengibre (Zingiber officinale) e amendoim (Arachis hipogaea) séo
afetadas pela murcha bacteriana. Outras culturas, como: algodao (Gossypium
hirsutum), mandioca (Manihot esculenta), amora (Morus Alba), além de diversas
plantas daninhas, sdo hospedeiras da murcha bacteriana (HAYWARD, 1994;
MIRANDA et al., 2004).

A ampla distribuicdo da bactéria, bem como a ampla diversidade de
hospedeiros, torna dificil a determinagcéo de sua origem. Kelman et al. (1994),
com base em resultados de estudos sobre o ciclo de hospedeiros, rotagado de
culturas e interacbes hospedeiro-patdogeno, concluiu que populagdes de R.
Ssolanacearum evoluiram em diferentes regides do mundo, em varios membros da

flora nativa local.

1.5 O Moko da bananeira

O Moko ou murcha bacteriana da bananeira, causado por R.
solanacearum, € uma das principais doencas bacterianas da bananeira e
helicbnia. Esta raga apresenta linhagens com caracteristicas patogénicas e
epidemioldgicas diferentes, das quais pelo menos cinco (A, SFR, B, D e H) séo
reconhecidas na bananeira (ALVES, 2001). Caracteristicas destas linhagens sao

apresentadas na Tabela 1.5.
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Tabela 1.5: Caracteristicas das linhagens de Ralstonia solanacearum raga 2

Linhagens  Caracteristicas

A A (Amazdbnia), ocorre nas margens de rios sujeitas a inundagobes
periodicas (Brasil, Peru, Coldmbia, e Venezuela) e pode ser facilmente
transmitida por insetos.

SFR SFR (small, fluidal, round) causa murcha rapida em todos os grupos de
bananeiras, é transmitida através de insetos visitadores de inflorescéncia
em paises da América Central.

B B (banana) causa murcha rapida em bananeiras

D D (distortion), isolada de Helicbnia spp., causa distor¢des foliares e
murcha lenta em bananeiras.

H H (Heliconia) é uma estirpe presente na Costa Rica e causa murcha em

Platano sem afetar outras bananeiras.

Alves (2001).

Existem informag¢des de que o Moko surgiu na Guiana por volta de 1840 e
posteriormente causou problemas em plantio de Trinidad Tobago. Atualmente, a
excecao das Filipinas, a doenca esta restrita ao hemisfério ocidental, em locais
como México, América Central, Colébmbia, Peru, Suriname e Brasil (ALVES,
2001).

O Moko da bananeira foi constatado oficialmente no Brasil em 1976 no vale
do Rio Pedreiras, no Territério Federal do Amapa, e ainda hoje, aparecem focos
esporadicos da doencga nos estados de Sergipe e Alagoas que sao prontamente
erradicados (FREIRE et al., 2003). Atualmente a doenga vem sendo observada
em toda a regido Norte, exceto Acre. Seu potencial de dano as plantagdes de
bananeira € enorme, principalmente entre as culturas rusticas de platano,
podendo chegar até a 100% de perdas, em condigbes favoraveis (MICHEREFF e
BARROS, 2001).
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1.6 Processo de infecgao e mecanismos de patogenicidade de Ralstonia

solanacearum

A bactéria invade o hospedeiro através de injurias das raizes ou em pontos
de emergéncia de pelos radiculares e raizes laterais. Existem também evidéncias
de penetracdo nas folhas via estdmatos (HAYWARD, 1991; KELMAN et al.,
1994). As injurias das raizes podem ser causadas por nematoéides, implementos
agricolas utilizados nas praticas culturais ou no transplantio das mudas, que
facilitam a entrada da bactéria nas plantas.

Apés a penetracdo, a bactéria coloniza os espacos intercelulares do cortex
da raiz e do parénquima vascular, culminando com a desestruturacido das
paredes celulares, o que facilita, em uma segunda etapa, a disseminagao pelo
sistema radicular (VASSE et al.,, 1995). Nos vasos do xilema, a bactéria
rapidamente atinge altos niveis populacionais (> 1 x 10" ufc. g™ de tecido fresco),
concomitantemente com o aparecimento do sintoma de murcha, seguido da morte
da planta (DENNY, 2000; GENIN e BOUCHER, 2002).

Muitos produtos génicos sdo necessarios para R. solanacearum causar
doencas aos hospedeiros. Os isolados, K60 (KELMAN, 1954), GMI1000
(BOUCHER et al., 1985) e AW (SCHELL, 1987) foram utilizados para caracterizar
os fatores de patogenicidade da bactéria. Esses estudos revelaram que os
principais mecanismos que a bactéria utiliza para o processo de infecgéo, sao: (i)
exopolissacarideos (EPS) e enzimas extracelulares e (ii) hrp (hypersensitive
reaction and pathogenicity).

No primeiro grupo, o EPS | é um dos polissacarideos mais importantes,
pois € a principal causa da murcha durante a infecgdo das plantas. O EPS |
bloqueia o sistema vascular e impede o movimento da agua (DENNY e BAEK,
1991). Existem também evidencias de que EPS | reduz ou evita o reconhecimento
da bactéria pelo sistema de defesa da planta hospedeira (BOUCHER e GENIN,
2004). Ja as enzimas extracelulares, como a endoglucanase extracelular (Egl), a
endopoligalacturonase (Pgl) e a pectina-metil-esterase (PME) sdo considerados
fatores de viruléncia secundarios, pois atuam nas paredes das células da planta,
contribuindo para o surgimento mais rapido dos sintomas de murcha da planta

hospedeira. Na sua auséncia, a taxa de progresso da doenga nas plantas
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infectadas € maior (COPLIN e COOK, 1990; ALLEN et al., 1992; DENNY et al.,
1994.; HUANG et al., 1993).

Os genes hrp sao necessarios para a patogenicidade em espécies
hospedeiras e também para a indugao de resposta hipersensivel (HR) em plantas
nao hospedeiras (BOUCHER et al., 1987). Estes genes fazem parte do sistema
de secregao Tipo Il em bactérias (VAN GIJSEGEM et al., 1993)

Adicionalmente, existe um complexo processo de regulacdo génica que
responde a sinais multiplos, responsavel por controlar a producdo de outros
determinantes de viruléncia de R. solanacearum (SCHELL, 2000).

O sequenciamento completo do genoma de R. solanacearum (GMI1000)
concluido recentemente torna-se o ponto de partida para compreender toda a
analise funcional e os determinantes de patogenicidade deste importante
fitopatdgeno (SALANOUBAT et al., 2002).

1.7 Sintomas do Moko da bananeira

As caracteristicas dos sintomas do Moko da bananeira dependem da idade
da planta, da cultivar, estirpe do patégeno envolvido e das condigdes ambientais.
Podem se manifestar em qualquer estagio de desenvolvimento das plantas e
atingir todas suas partes (Figura 1.5) (AKIEW e TREVORROW, 1994).

Em plantas jovens a doenga caracteriza-se por uma coloragéo verde-palida
ou amarelada em uma das trés folhas mais novas e a quebra proximo a jungéo do
limbo com o peciolo ou na nervura principal, mesmo antes de manifestarem
amarelecimento. Em plantas adultas, na fase de desenvolvimento final do cacho,
pode-se observar o desenvolvimento anormal dos rebentos, caracterizado pelo
crescimento retorcido e morte destes (CORDEIRO, 2000; ALVES, 2001). No
pseudocaule, ocorre o0 escurecimento vascular de coloragdo pardo-avermelhado
intensa, atingindo principalmente a regidao central. No rizoma, o escurecimento
ocorre na regido central, bem como na area de conexao do rizoma principal com o
rizoma das brotacbes. Na raquis feminina e masculina pode ocorrer
escurecimento vascular, na forma de pontos vermelhos dispostos uniformemente.

Nos frutos, os sintomas caracterizam-se por escurecimento da polpa,
seguido de podriddao seca, sendo a presenca de frutos amarelos em cachos

verdes um forte indicativo da presenca da doenca. As plantas infectadas exsudam
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pus bacteriano logo apés o corte de 6rgaos, o que resulta em uma importante
fonte de in6culo para a disseminagao da doenga (FERREIRA e SALGADO, 1995;
AGRIOS, 1997).

Figura 1.5: Sintomas do Moko da bananeira. A- Planta adulta, mostrando quebra
do peciolo junto ao pseudocaule; B- Escurecimento vascular de coloragao pardo-
avermelhada no pseudocaule na regido central e periferia; C- Escurecimento da
polpa do fruto seguido de podriddo seca; D- Exsudagao de pus bacteriano em
frutos afetados. Fotos: Miguel Angel Dita Rodriguez.

Um modo rapido de se constatar a presenca de R. solanacearum nos
tecidos das plantas, e assim confirmar ocorréncia do Moko, é promover o corte
longitudinal de um local afetado e, utilizando um recipiente transparente com agua
até dois tercos de sua altura, introduzir o material, fazendo-o penetrar
ligeiramente na agua. Dentro de aproximadamente um minuto, caso a planta

esteja infectada, ocorrera a liberagdo de um fluxo bacteriano (ROMEIRO, 2001).
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1.8 Controle do Moko da bananeira

O controle do Moko da bananeira € extremamente dificil, especialmente
quando as condicdées ambientais sdo favoraveis a doenca e também devido a
complexidade que envolve a sobrevivéncia do patégeno no solo e seus
hospedeiros alternativos (HAYWARD, 1991; KIMATI et al., 2005).

Considerada uma praga quarentenaria A2, a base principal do controle do
Moko é a detecgao precoce da doencga e a rapida erradicacdo tanto das plantas
infectadas como daquelas que Ihe s&o adjacentes, as quais embora
aparentemente sadias possam estar infectadas. E importante que a area
erradicada permaneca limpa, sem plantas daninhas, durante o periodo de pousio,
que deve durar 12 meses. Em plantagdes abandonadas devido ao Moko, todas as
espécies de Musa spp. e Heliconia spp. devem ser eliminadas (MANICA, 1997).

A erradicagao pode ser feita mediante a aplicagdo de herbicidas como
glifosato a 50%, injetado no pseudocaule ou introduzido por meio de palitos
embebidos na suspensdo. O produto deve ser aplicado em todas as brotacbes
existentes na touceira (3 a 30 mL por planta, dependendo de sua altura) (ALVES,
2001).

O sucesso no controle depende de varios fatores, tais como: variante do
patdbgeno no local, modos de transmissdo e sobrevivéncia, tratos culturais,
condicdo ambiental e grau de resisténcia da cultivar (HAYWARD, 1991). Medidas
adicionais sdo importantes como a eliminagdo do coragdo assim que as pencas
tiverem emergido em cultivares com bracteas caducas, visando impedir a
transmissao por insetos (ALVES, 2001).

O uso de variedades resistentes seria o método de controle mais
adequado, porém as variedades atualmente disponiveis sao altamente sensiveis
ao Moko e nao se conhecem fontes de resisténcia natural (SILVA et al. 2004).
Uma possivel explicagdo que limita a obtencdo de gendtipos resistentes via
melhoramento convencional é devido a variabilidade genética das estirpes do
patégeno e por alteragcdes climaticas em diferentes regides geograficas (TUNG et
al., 1990).

O advento da engenharia genética e a transformacdo de plantas abriram

novas perspectivas para o controle de doencas de plantas mediante a obtencao de
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plantas expressando proteinas de resisténcia. O desenvolvimento de plantas
transgénicas, contendo genes que codificam para proteinas e/ou peptideos
antibacterianos tém sido uma das formas estudadas para controlar murchas
bacterianas em plantas (JIA et al., 1998; BOSHOU, 2005). Neste sentido, o
Programa Nacional de Melhoramento Genético de Bananeira, conduzido pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, em acordo institucional com o NIAS
(National Institute of Agrobiological Science, Tsukuba, Japao), desenvolveu
pesquisas visando a obtencdo de plantas resistentes ao Moko da bananeira.
Esses estudos foram focados na transformacdo genética, utilizando o gene stx,
isolado de Sarcophoga peregrina (Mosca varejeira) que codifica para a

sarcotoxina |IA, um peptideo com comprovada acao antibacteriana.

1.9 Peptideos antimicrobianos e sua aplicagao na obtencao de plantas

transgénicas

Diversos organismos utilizam peptideos com atividade antimicrobiana como
componentes de suas estratégias de defesa. Peptideos hidrofébicos e anfipaticos,
produzidos por organismos como bactérias, fungos, insetos, anfibios, plantas e
vertebrados apresentam atividade antimicrobiana através da sua interagdo com
membranas de células vivas (BECHINGER, 1997).

Os insetos ndo sdo capazes de produzir anticorpos especificos, ainda
assim, pertencem ao grupo que tem mais éxito em termos de sobrevivéncia e
dominio de habitats (RATCLIFFE, 1985). Grande parte desse éxito se deve ao
fato de possuir um eficiente mecanismo de defesa, no qual os peptideos
antibacterianos assumem um papel decisivo. Nos insetos, os peptideos
antimicrobianos séo produzidos no corpo gorduroso (equivalente ao figado em
vertebrados) e nos hemocitos (BULLET et al.,, 1999; GILLESPIE et al., 1997;
HETRU et al., 1998). Esse sistema, que foi bastante estudado em Hyalophora
cecropia, € responsavel pela producdo de peptideos com potente atividade
antibacteriana, a exemplo do grupo conhecido como cecropinas (BOMAN e
STEINER, 1981).

Visando aumentar a resisténcia de plantas a doencas bacterianas, varias
estratégias tém sido utilizadas pela engenharia genética. Entre essas estratégias,

0 uso de peptideos antimicrobianos, por suas caracteristicas estruturais e
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funcionais, assim como por sua baixa toxidade para células eucaritticas, tem
mostrado grande potencial para o desenvolvimento de plantas transgénicas
resistentes a doencas. Mais de 500 tipos de peptideos com essas caracteristicas
tém sido descritos (ZASLOFF, 2002; MONTESINOS, 2007).

Estruturalmente, esses peptideos possuem de 35 a 37 aminoacidos, sao a-
helicoidal, apresentam uma regido N-terminal bastante basica e uma longa
sequéncia hidrofébica na regidao C-terminal. Essas caracteristicas sdo necessarias
para a formacao de canais de ions nas membranas plasmaticas, que provoca o
vazamento de componentes celulares e, consequentemente, a morte das
bactérias (REDDY et al., 2004).

Varios trabalhos de transformacdo genética em espécies vegetais com
peptideos antibacterianos foram publicados nos ultimos anos. Batata (Solanum
tuberosum) e fumo (Nicotiana tabacum) foram as espécies mais utilizadas,
principalmente pela facilidade de transformagédo genética e a importancia das
bacterioses. Montaneli e Nascari (1991) transformaram batata utilizando genes
responsaveis pela producdo de cecropina e encontraram resultados positivos
contra R. solanacearum em testes preliminares in vitro com extratos de plantas
transgénicas. Jaynes et al. (1993), utilizando o gene Shiva-1, um analogo sintético
da cecropina, obtiveram alta expressao em plantas transgénicas de fumo que
mostraram um aumento de resisténcia a R. solanacearum. Estudos realizados
visando observar o crescimento de Xylella fastidiosa in vitro, utilizando meio de
cultura baseado no fluido do xilema de videiras, acrescido de cecropina sintética,
demonstram que esses peptideos sao bastante potentes contra esta bactéria
(ANDERSEN, et al. 2004).

Contudo, Florack et al. (1995) ndo conseguiram aumentar a resisténcia
contra R. solanacearum e P. syringae pv. tabaci, em fumo transformado com
genes de cecropina B. Os autores apontaram a rapida degradacao da cecropina
por proteases enddégenas como a causa da baixa expressao.

Os resultados até agora obtidos indicam que a transformagédo com
peptideos antibacterianos tem grande potencial para ser usada no melhoramento
vegetal, principalmente através do uso de construgbes génicas capazes de
expressar esses peptideos no espaco extracelular e com maior estabilidade frente
a degradagao por proteases (BESPALHOK FILHO et al., 2001). Assim, o uso de

analogos do gene que apresentam uma estrutura estavel € mais adequado.
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Harakava (2000) utilizou um gene analogo a cecropina B (cecropin MB39) para a
construgcao de um vetor para a transformacao de plantas, sendo este mais estavel
a acao de enzimas da planta.

Experimentos in vitro ttm mostrado que a cecropina e seus analogos sao
altamente toxicas para bactérias patogénicas. Geralmente, concentracdes
menores que 5 uM sao suficientes para inibir o crescimento de bactérias dos
géneros: Agrobacterium, Clavibacter, Erwinia, Pseudomonas, Ralstonia e
Xanthomonas (NORDEEN et al., 1992).

Ishida et al. (2004) demonstraram que a cecropina B apresentou uma
grande atividade antibacteriana contra pequenos agregados de Xylella fastidiosa
em experimentos in vitro. Azevedo (2005) transformou os principais cultivares de
laranja doce com o gene cecropin MB39, e obteve em testes preliminares, uma
maior resisténcia a Xanthomonas anoxopodis pv. citri. Outro peptideo
antibacteriano utilizado em experimentos de transformacéo € a atacina, utilizado
em plantas transgénicas de maca e citros. A expressédo deste gene proporcionou
maior resisténcia a Erwinia amylovora (NORELLI et al., 1994), e X. anoxopodis
pv. citri (BOSCARIOL, 2004), respectivamente. Uma revisdo completa sobre o
uso de peptideos antimicrobianos visando a resisténcia a doencas em plantas
pode foi recentemente publicada por Montesinos (2007).

Dentre os peptideos antibacterianos conhecidos, a sarcotoxina (grupo das
cecropinas), isolado de larvas de S. peregrina, € um dos peptideos com eficiéncia
comprovada na inibicao de diferentes bactérias fitopatogénicas (ALY et al. 1999;
OHSHIMA et al. 1999; MITSUHARA et al. 2000). O uso potencial deste peptideo
na obtencdo de plantas transgénicas resistentes a doencas bacterianas ja foi
comprovado em fruteiras, a exemplo de laranja (BESPALHOK FILHO et al., 2001;
de PAOLI et al. 2007) e macga (SOEJIMA et al., 2000).

Resultados obtidos em outros patossistemas indicam que o uso da
sarcotoxina IA em bananeira teria potencial para o controle do Moko. Trabalhos
realizados na Embrapa Mandioca e Fruticultura resultaram em plantas de
bananeira cultivar Terra Maranhao transformadas com o gene stx. Entretanto, a
insercdo e numero de cépias do gene stx precisam ainda ser determinadas.
Adicionalmente, informagdes sobre fendtipo da resisténcia ao Moko e efeito da
expressao desse peptideo sobre a populagdo de microrganismos endofiticos e ou

associados a rizosfera, precisam também ser geradas.
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Um aspecto pouco estudado em plantas transgénicas expressando
proteinas de amplo espectro antimicrobiano é a acdo destas sobre a populacéo
de microrganismos endofiticos ou associados a rizosfera. Nesse sentido, cabem
as seguintes perguntas: plantas transgénicas expressando constitutivamente
peptideos antimicrobianos de amplo espectro tém efeito sobre a populagdo de
microrganismos nao alvos, que normalmente fazem parte da sua flora endofitica
ou rizosférica? Caso esse efeito exista, quais seriam as consequéncias para
equilibrio microbiologico dessas plantas? Teria a diminuicdo de microrganismos
associados a essas plantas um efeito significativo sobre o comportamento frente a
estresses bidticos e/ou abidticos?

Heuer et al. (2002) analisando a comunidade microbiana associada a
rizosfera de plantas de batatas transformadas com o gene da lisozima (um
peptideo antimicrobiano), observaram que ndo houve diferengas significativas
entre plantas transformadas e nao transformadas. Todavia, Ahrenholtz et al.
(2000) relataram um decréscimo de Bacillus subtilis na rizosfera de plantas de
batatas transformadas com o mesmo peptideo. Trabalhos de pesquisa
direcionados a responder essas perguntas sao ainda escassos visto que nao
existe ainda um consenso a respeito dos efeitos de plantas geneticamente
modificadas sobre as comunidades microbianas, pois, tanto efeitos neutros como
negativos tem sido reportados (KOWALCHUK et al., 2003; DUNFIELD;
GERMIDA, 2004). Realizar este tipo de estudos em culturas como a bananeira,
onde a importancia da comunidade de microrganismos endofiticos na protegéo

contra doencgas tem sido relatado (SMITH et al., 1998), sao essenciais.



CAPITULO 2

Caracterizacao molecular e fenotipica da bananeira cultivar Terra

transformada com o gene stx
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RESUMO

Brito, M. R. Caracterizagao molecular e fenotipica da bananeira cultivar Terra

transformada com o gene stx.

Muitas doengas afetam a bananicultura, a exemplo do Moko, causada pela
raca 2 de Ralstonia solanacearum. O controle da doencga baseia-se no uso de
variedades resistentes, porém ainda ndao se conhecem fontes de resisténcia
natural. Nesse sentido, pesquisas realizadas na Embrapa Mandioca e Fruticultura
geraram diferentes eventos de transformagao da cultivar Terra Maranhao (AAB)
transformadas com o gene stx, que codifica para a sarcotoxina IA. O presente
trabalho objetivou caracterizar esses transformantes fazendo analises
comparativas com plantas nao transformadas. Inicialmente foram realizados
estudos visando confirmar a insercdo e numero de copias do gene six.
Posteriormente foi realizada a caracterizagdao dos transformantes quanto aos
aspectos morfoldgicos, ao efeito da insergdo do gene stx sobre a populagao de
microrganismos, € a resisténcia dos transformantes quanto ao Moko. Através de
analises de Southern blot foi possivel confirmar a insergado do transgene. Somente
0 evento 27::1 mostrou um perfil diferente quanto ao niumero de cépias. Embora
as analises morfologicas revelassem a presenca de trés grupos diferentes, esta
variabilidade ndo foi associada a transgenia. Nao foi detectada diferenga entre
plantas transformadas e nao transformadas quanto a populagdo de fungos
avaliados. Contudo, houve uma reducgao significativa da populagcao de bactérias
endofiticas nas raizes de plantas transformadas sugerindo um potencial efeito da
sarcotoxina |A sobre esses microrganismos. Apesar de verificadas diferengas
quanto a reacgao de resisténcia a R. solanacerum em termos de reducéo de taxa
de progresso da doenca e valores finais de severidade, nao foi possivel observar
um efeito significativo na reducdo dos sintomas de Moko. de bananeiras
transgénicas expressando peptideos antimicrobianos no Brasil. Os resultados
obtidos, apesar de parciais, abrem novas perspectivas sobre o potencial e riscos

de uso deste tipo de genes na agricultura.

Palavras-chaves: Moko da bananeira, Musa spp., Ralstonia solanacearum.
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ABSTRACT

Brito, M. R. Phenotypic and molecular characterization of banana cultivar

Terra transformed with the stx gene.

Banana and plantain production is affected by several diseases,
such as the Moko, caused by Ralstonia solanacearum race 2. The disease control
is based on resistant varieties, but natural sources of resistance are not known.
Accordingly, transformation experiments were done at Embrapa Cassava and
Tropical Fruits to generate differents events of Terra Maranhao (AAB) cultivar
with the stx gene, coding for sarcotoxina IA. This study aimed to characterize
these transformants comparing them with untransformed plants. Firstly studies
were performed to confirm insertion and number of copies of the stx gene.
Afterwards were done the transformants characterization based on morphology,
on the effect of the insertion of stx gene on the population of microorganisms and
the resistance of transformants to the Moko. The Southern blot analysis confirmed
the transgene insertion. Only one event 27::1 showed a different profile of copy
number. Despite that the morphological analyzes ranked the genotypes in three
different groups, it was not considered as changes induced by the transgene
insertion, but as normal variability of the used parameters. Differences between
transformed and wild type plants regarding reduction of fungal population were no
observed. However, there was a significant reduction in the endophytic bacterial
population in the roots of transformed plants suggesting a putative effect of
sarcotoxina |IA on these microorganisms. Despite the differences in terms of Moko
disease progress rate and severity verified, it no significant effect of stx on Moko
intensity reduction was several. Although these results obtained are preliminary,
its opens up new prospects of potential and risks of using antimicrobial wide-

spectrum genes to produce diseased resistante cultivars for agricultural purposes.

Keywords: Banana Moko disease, Musa spp., Ralstonia solanacearum.
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2.1 INTRODUGAO

A banana é a segunda fruta mais produzida no Brasil. De acordo dados da
FAO o Brasil ocupou a quarta posigao no ranking mundial em produgéo, com uma
area plantada de 513 mil hectares e responsavel por 7,11 milhdes de toneladas
produzidas, precedido pela india com 23,2 milhdes de toneladas, Filipinas com
8,6 milhdes e China com 8 milhdes (FAO, 2008). Entretanto, apesar da grande
area plantada quando comparado a paises como Filipinas e China, é evidente a
baixa produtividade da bananicultura nacional. Fatores ambientais adversos,
praticas culturais inadequadas e principalmente problemas fitossanitarios tém
contribuido para este fato.

A murcha bacteriana ou Moko da bananeira, causada pela ragca 2 de
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. (YABUUCHI et al., 1995) é uma
das principais doencas bacterianas da cultura , principalmente em climas Uumidos,
com altitudes baixas e médias, em regides tropicais e subtropicais. Em condigdes
favoraveis, a doenga pode causar perdas de até 100% da produgédo (MICHEREFF
e BARROS, 2001).

No Brasil, 0 Moko da bananeira esta presente em quase todos os estados
da regido Norte e em Sergipe. Os sintomas se apresentam tanto em plantas
jovens como adultas e podem aparecer em todas as partes da bananeira. A
bactéria provoca infeccdo sistémica sendo o nivel de severidade dependente da
cultivar envolvida, condigdes ambientais e agressividade do isolado (AKIEW e
TREVORROW, 1994). O patégeno se dissemina através de contatos inter-
radiculares e ferramentas contaminadas. Quando plantas afetadas atingem a fase
de inflorescéncia insetos visitadores constituem eficientes veiculos de
disseminacao (KIMATI, 2005).

Ralstonia solanacearum ¢é uma espécie altamente complexa e
heterogénea. Um grande numero de dados nos ultimos anos através da
caracterizagdo quimiotaxonémica e molecular do patégeno contribuiram para
aumentar os conhecimentos sobre seus aspectos evolutivos. Apesar disso,
poucos avancgos foram registrados em relagao a epidemiologia, ndo sendo ainda
possivel estabelecer estratégias adequadas e seguras de controle dessa doenca
(COOK e SEQUEIRA, 1994).
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O Moko esta entre as pragas quarentenarias da bananeira, classificada
como tipo A2. O controle deve ser focado na prevencao da entrada da doenga em
areas consideradas livres. Apos a constatacdo da doenca, a medida a se tomar é
a erradicacao imediata dos focos, visando impedir o estabelecimento da doenca e
sua disseminacdo (MICHEREFF e BARROS, 2001). O uso de variedades
resistentes seria a medida de controle mais adequada. Todavia até o momento,
nao foram constatadas fontes de resisténcia natural, o que limita a obtengao de
gendtipos resistentes via melhoramento convencional (SILVA et al. 2004).

Considerando-se a inexisténcia de fontes de resisténcia entre os
germoplasmas comerciais de banana, o Programa Nacional de Melhoramento
Genético da Bananeira, conduzido pela Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical, iniciou trabalhos de transformacao genética da bananeira com o gene
stx que codifica para a sarcotoxina IA, visando a obtencao de plantas resistentes
ao Moko. A sarcotoxina IA € um peptideo antimicrobiano isolado da hemolinfa da
Sarcophaga peregrina (mosca varejeira), que apresenta atividade bactericida
contra uma ampla gama de bactérias (ALY et al., 1999; OHSHIMA et al., 1999;
MITSUHARA et al., 2000). Esses trabalhos resultaram na geracao de eventos de
transformacao da cutivar Terra Maranhao com construgao génica portando o gene
stx, sob controle do promotor constitutivo p35S. Esses eventos foram
caracterizados quanto a presencga do gene stx via PCR, mas estudos adicionais
visando sua caracterizacdo quanto a outros parametros moleculares e fenotipicos
precisavam ser realizados.

O presente trabalho objetivou caracterizar em nivel molecular e fenotipico
eventos de bananeira transgénica cultivar Terra Maranhdo. Inicialmente a
presenga do inserto foi confirmada via andlise de Southern Blot (SOUTHERN,
1975). Posteriormente analises comparativas quanto a resisténcia ao Moko,
caracteristicas morfolégicas e populacao de microrganismos endofiticos foram

realizadas.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Material vegetal

Todos os experimentos foram realizados com transformantes da variedade
Terra Maranhdo (AAB) previamente obtidos em experimentos conduzidos pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. Os genétipos foram identificadas da
seguinte maneira: 27::1, 27::2, 27::3, 27:4, 27::5, 27::6, 27:.7, 27::9, 27::10,
27:11, 27:12, 27:13, 27::15, 31::1, 31::2 e TM (ndo transformadas). Dependo
dos experimentos foram selecionados apenas alguns transformantes. Como
controle foram utilizadas plantas ndo transformadas submetidas as mesmas
condi¢des. Todos os experimentos foram conduzidos seguindo os procedimentos
e normativas da Comissdo Técnica Nacional de Biossegurangca - CTNBio

(www.ctnbio.org) e em instalagcdes credenciadas por essa comissao.

2.2.2 Analises moleculares

As andlises moleculares foram realizadas com o objetivo de confirmar a
insercdo e numero de copias do gene stx. Os experimentos foram realizados no
laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical
(CNPMF) e no centro de Biotecnologia e Genética da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC).

2.2.2.1 Extracao e quantificagao de DNA

A extragcdo de DNA total foi realizada conforme o protocolo de Doyle e
Doyle (1987), a partir de folhas sadias coletadas em plantas acondicionadas em
casa-de-vegetacao. Apos a extracao, foi verificada a pureza e a concentragao do
DNA mediante eletroforese em gel de agarose e medicbes em espectrofotdbmetro

(GeneQuant Pro - Amersham Biosciences).


http://www.ctnbio.org/
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2.2.2.2 Analises de Southern blot

Estas analises foram realizadas visando confirmar a integragcado do gene stx
e determinar o numero de insergdes do transgene no genoma das plantas. Como
controle positivo foi utilizado um inserto do gene stx presente no plasmideo
pST10. Como controle negativo foi usado DNA de plantas ndo transformadas. A
hibridizagdo Southern teve por base o método DIG High Prime DNA Labeling and
Detection Starter Kit Il (Roche®) seguindo as recomendacdes do fabricante. A

seguir se descrevem detalhadamente as etapas realizadas.
2.2.2.2.1 Construgao da sonda de DNA

A sonda do gene da Sarcotoxina IA foi preparada a partir do produto de
amplificagdo da reacdo de PCR do vetor pST10 com primers especificos para o
gene stx. O fragmento amplificado de 268 pb, foi submetido a um gel de
eletroforese 1% para verificar a presenga do amplicon. Apés a confirmagcao da
amplificacdo, o produto do PCR foi purificado com kit HiYield™ DNA gel/PCR
Extraction (BioAmerica lnc.®)seguindo instrugcdes do fabricante. No ultimo passo
da purificagéo, o DNA foi eluido da coluna com 30 uL de agua ultrapura estéril. A
qualidade da purificagao foi analisada novamente em gel de agarose a 1%. A
concentracao obtida foi determinada em espectrofotometro.

Uma aliquota de 1 upg de DNA do produto de amplificagdo do gene stx foi
desnaturada a 100 °C durante 10 minutos e colocada rapidamente em gelo
durante 5 minutos. A seguir adicionou-se 4 pl de Dig-High Prime, misturou-se
rapidamente, centrifugou-se durante 15 segundos e incubou-se a mistura a 37°C
por 20 horas. A reacgao foi finalizada aquecendo a amostra (65°C durante 10

minutos). A sonda foi conservada a -20°C até sua utilizag&o.
2.2.2.2.2 Transferéncia de DNA para membrana
Amostras de 50 ug de DNA foram submetidas a reacao de digestdo com a

enzima de restricdo EcoRI, durante 14h a 37°C. Esta enzima corta o T-DNA

apenas uma vez e nao corta a sequéncia do gene, o que possibilita que o numero
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de eventos de inser¢do do gene no genoma da planta analisada seja identificado
(Figura 2.2.1).

Hind Il Eco RV Bam HI Sacl EcoRI

PNos | NPTII TNos | E1| E1| P35Sl Q| SP | sarcotoxin | TNos

e ] HJLH s

Gene de resisténcia a Sequéncia Sarcotoxina

‘i amplificadora
canamicina P Peptideo sinal

da PR-1a

Seqiiéncia Q do TMV
(Virus do mosaico do tabaco)

Figura 2.2.1: Diagrama do T-DNA da construgdo génica do plasmideo pST10
utilizado para a transformacgao de bananeira cultivar Terra Maranhdo. LB — borda
esquerda; RB — borda direita; PNos — promotor da nopalina sintase; NPT Il —gene
que confere resisténcia a canamicina; TNos — terminador na nopalina sintase;
p35S — promotor constitutivo do virus do mosaico da couve flor; E1 — sequéncia
amplificadora; Q — Sequéncia Q do TMV; Sarcotoxina — gene stx que codifica o
peptideo de agao antibacteriana sarcotoxina IA de Sarcophoga peregrina.

Apos a digestdo, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose
0,8% (p/v) em tampao TAE 1 X (10 horas, 40 Volts). Concluida a etapa de corrida
o gel foi fotografado juntamente com uma régua fluorescente transparente. A
seqguir foi realizada a depurinagao, desnaturacdo e neutralizagdo. Inicialmente o
gel foi imerso em solugéo de depurinagéo (HCI 0,25 M) por 10 minutos. O gel foi
lavado uma vez com &gua destilada e em seguida foi adicionada solugao
desnaturante (NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M) por 30 minutos. Apds realizar uma
segunda lavagem com agua destilada, foram realizadas duas lavagens de 15
minutos com solug¢ao neutralizante (NaCl 1,5 M e Tris HCI 1 M). Todas as etapas
acima mencionadas foram realizadas sob agitagao lenta.

A transferéncia do DNA do gel para membrana (Hybond-N', Amersham
Biosciences) foi realizada seguindo o principio de capilaridade (SAMBROOK et
al., 1989). Para tal, foi utilizada uma “ponte” de papel Whatman 3 mm embebido
em solugdo SSC 10 X através de um sistema baseado no arraste hidrodinamico
capilar (técnica denominada blot). A transferéncia durou 36h.

Apos a transferéncia, o sistema foi desmontado, a membrana retirada
cuidadosamente e mergulhada em solugéo 6 X SSC por 5 minutos, em seguida

secado em temperatura ambiente por 30 minutos. Para verificar a eficiéncia da
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transferéncia o gel foi imerso em tampao TAE 1X com brometo de etidio por 40
minutos. Apds esse periodo o gel foi fotografado confirmando a transferéncia. A
seguir o DNA foi fixado a membrana por exposi¢ao aos raios UV, utilizando um
forno Spectrolinker XL-1000 UV crosslinker (30 segundos na fungao de Auto
Cross-Link). As membranas foram identificadas e armazenadas a 4 °C até a
realizacéo da hibridizagao.

2.2.2.2.3 Hibridizacao e detecgao

O processo de hibridizagao foi realizado seguindo as recomendagdes do
fabricante. Quinze mililitros de Dig Easy Hyb foram aquecidos em tubo de
hibridizacao (Fisher-Scientific) a temperatura de hibridizagao (47°C). A membrana
foi colocada no interior de um tubo e pré-hibridizada durante 30 minutos, em uma
incubadora Isotemp® Fisher-Scientific a 47°C, 70 rpm. A seguir, desnaturou-se a
sonda previamente preparada e adicionou-se a sonda desnaturada a Dig Easy
Hyb (3,5 ml/100 cm? membrana), também previamente aquecida & temperatura de
hibridizagcdo. Apdés a mistura a solugdo sonda foi armazenada a -20°C, sendo
desnaturada a 68°C durante 10 minutos antes de cada uso. No processo de
hibridizagdo a solugédo sonda foi adicionada imediatamente a membrana que foi e
incubada durante 16 horas a 47°C e 70 rpm. Concluida a hibridizacdo, a
membrana foi lavada duas vezes a temperatura ambiente sob constante agitacao
durante 5 minutos com a solugéo 2x SSC + 0,1% (p/v) SDS e depois lavada duas
vezes a 68°C sob constante agitacdo durante 15 minutos com a solugédo 0,5 X
SSC + 0,1% (p/v) SDS. Apéds as lavagens e secagem, a membrana foi utilizada
imediatamente na detecgcdo ou armazenou-se a 4°C.

Para a deteccdo, a membrana foi lavada durante 5 minutos em tampao de
lavagem e de seguida incubada durante 30 minutos em 200 ml de solugédo
bloqueadora. Depois, foi incubada durante 30 minutos em 40 ml de solucdo
anticorpo e apods esta incubacédo lavou-se a membrana duas vezes durante 15
minutos com 100 ml de tampao de lavagem. Todas as incubagdes foram levadas
a cabo a temperatura ambiente com agitagéo. Por ultimo, colocou-se a membrana
em 20 ml de tampao de detecgdo. Em seguida, a membrana foi armazenada em
um recipiente com a face de transferéncia de DNA voltada para cima, e entdo se

aplicou 1 mL de CSPD ready-to-use sobre a mesma. Posteriormente, com ajuda
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de uma pinga, foi colocada sobre uma folha de plastico transparente tipo de
retroprojetor, uma segunda folha foi sobreposta. Com o auxilio de papel toalha, o
CSPD ready-to-use foi distribuido homogeneamente por toda a membrana e o
excesso retirado. Para aumentar a reagcdo de luminescéncia, a membrana foi
incubada por 10 minutos a 37 °C. A seguir, o filme de autoradiografia foi exposto
sobre a membrana hibridizada utilizando um cassete de raios X. A revelacao foi
realizada utilizando solugao reveladora (Kodak) por 60 segundos, agua por 30
segundos, solugao fixadora (Kodak) por 60 segundos e novamente em agua por

30 segundos.

2.2.3 Caracterizagdao morfolégica

Com o objetivo de verificar se o gene que codifica para a Sarcotoxina IA
interfere nos aspectos fenotipicos das plantas, estudos de caracterizagao
morfolégica e agronémica foram realizados. Foram utilizados 15 transformantes e
plantas controle, acondicionados em casa-de-vegetagdao da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical. A caracterizagédo foi baseada nos descritores morfolégicos
da cultura de bananeira, segundo o Catalogo de Germoplasma dessa cultura
(SILVA et al., 1999). Foram avaliadas caracteristicas tanto quantitativas quanto

qualitativas.

2.2.3.1 Caracteristicas quantitativas:

1) Altura da Planta (APL): realizado com auxilio de uma fita métrica desde o
nivel do solo até o ponto de saida do engaco, sendo o resultado expresso em
metro.

2) Diametro do Pseudocaule (DIA): esta medida foi obtida com o uso de um
paquimetro a uma altura de 15 cm do solo, expressando-se o resultado em
centimetro.

3) Comprimento do Peciolo da folha numero 3 (CPC): Esta medida foi obtida
com uma fita métrica, posicionada desde o ponto de saida da folha no
pseudocaule até a base do limbo, resultado expresso em centimetro.

4) Diametro Médio do Peciolo da folha numero 3 (DIP): A medida dessa

variavel foi obtida com um paquimetro, por meio de trés avaliacdes no peciolo:
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inicio, meio e fim, e depois calculado a média dos valores obtidos, o resultado
foi expresso em centimetro.

5) Comprimento do Limbo da folha numero 3 (CPL): Foi realizada com uma
fita métrica posicionada da base até o apice do limbo. O valor obtido foi
expresso em centimetro.

6) Largura maxima do limbo da folha numero 3 (LML): Foram realizadas
varias medidas na regido mediana da folha e a maior delas foi escolhida. O

resultado foi expresso em centimetros.

2.2.3.2 Caracteristicas qualitativas

1) Tonalidade da Cor Verde do peseudocaule (TCV): Palida (1), Amarelada
(2), Clara (3), Escura (4).

2) Densidade das Manchas Escuras do peseudocaule (DME): Continua
(1), Alta (2), Difusa (3), Discreta (4), Baixa (5), Muito Baixa (6)

3) Antocianina Externa do peseudocaule (AEX): Continua (1), Forte na
Base da Planta (2), Média (3), Ausente (4)

4) Cor Interna das Bainhas (CIB): Purpura (1), Vermelha (2), Rosada (3),
Palida (4), Verde (5).

5) Posigao das Folhas (PDF): Ereta (1), Pendente (2), Arcada (3)

6) Forma da Margem do Peciolo (FMA): Bem Aberta (1), Pouco Aberta (2),
Ereta (3), Pouco Fechada (4), Fechada (5).

7) Cor das Margens do Peciolo (CMA): Purpura (1), Vermelho-Rosada (2),
Verde (3), Marrom (4)

8) Cor da Face Dorsal da Nervura Principal (CDN): Muito Colorida (1),
Pouco Colorida (2), Verde (3)

9) Cor da Face Ventral da Nervura Principal (CVN): Parpura (1), Vermelha
(2), Rosada (3), Verde (4)

10) Cerosidade do Limbo na Superficie Ventral (CERv): Muita (1), Média
(2), Pouca (3).
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2.2.4 Analises microbioldgicas

O estudo foi realizado no intuito de verificar os potenciais efeitos do uso de
plantas transgénicas expressando peptideos antimicrobianos sobre a microbiota
associada, principalmente sobre os microrganismos endofiticos e também visando
obter plantas resistentes ao Moko. Todos os procedimentos foram realizados em
casa-de-vegetacdo e laboratérios de Fitopatologia e Cultura de Tecidos da
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. A inoculacdo com R. solanacearum foi

realizada nas dependéncias da Embrapa Tabuleiros Costeiros.

2.2.41 Isolamento e quantificacdo de bactérias endofiticas associadas ao

sistema radicular

2.2.4.1.1 Estudos com plantas in vitro

Raizes de plantas de bananeira in vitro foram coletadas assepticamente. A
seqguir, fragmentos de raizes foram lavados por trés vezes em agua destilada
estéril e posteriormente triturados em almofariz e pistilos contendo solugao salina
a 0,85% (MARIANO, 1997; ASSIS, 1998). Visando verificar se as raizes estavam
livres de microrganismos epifiticos, foi realizado o plaqueamento de aliquotas da
agua da ultima lavagem em meio Agar Nutriente (NA). O triturado de raiz foi
deixado em repouso por 15 minutos para difusdo das bactérias para a solugao
salina (ROMEIRO, 2001). Aliquotas de 100 pL da diluigdo 10 foram retiradas e
transferidas para placas de Petri contendo meio Agar nutriente (NA) e espalhadas
com auxilio da alga de Drigalsky. Foram preparadas trés placas por diluigdo de
tratamento e acondicionadas em BOD sob fotoperiodo de 12 horas de claro e 12
horas de escuro, temperatura de + 28°C. Decorrido 48h, efetuou-se a contagem

das Unidades Formadoras de Colbnias (UFC).
2.2.4.1.2 Estudos com plantas aclimatizadas em casa-de-vegetagao
Raizes das plantas de bananeira foram coletadas em casa-de-vegetacéao e

em seguida lavadas cuidadosamente com agua corrente com o objetivo de retirar

0 solo aderido a superficie das raizes. Posteriormente, 3 g de fragmentos de
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raizes foram desinfestados superficialmente (alcool 70% por 2 minutos, hipoclorito
de sédio 1% por 2 minutos e lavagem em agua destilada esterilizada por trés
vezes). A trituragdo, plaqueamento e avaliagdo de microrganismos foram

realizadas como descrito em 2.2.4.1.1.
2.2.4.2 Isolamento de bactérias de substrato rizosférico

Levando em consideracao a hipotese de que compostos exsudados pelas
raizes das plantas transgénicas podem causar efeitos na microbiota rizosférica,
amostras do substrato (Vivatto Slim, Technes®) foram coletadas da regido
rizosférica de plantas transformadas e nao transformadas acondicionadas em
casa-de-vegetagao.

Para o isolamento de microrganismos, 10 g do substrato da rizosfera foram
adicionados em 100 mL se solucdo salina a 0,85% de NaCl e submetidos a
agitacdo constante durante 30 minutos a temperatura ambiente. Apos esse
periodo, procedeu-se a diluicdo seriada de fator até 102 Este fator escolhido
devido a testes preliminares realizados para verificar a diluicdo apropriada para
uma populagéo entre 30 a 300 UFC (CLARK, 1965). Aliquotas de 100 yL foram
transferidas e espalhadas para placas de Petri contendo meio NA, como descrito
anteriormente As placas foram incubadas a 28°C por 48 horas e entao realizadas
a contagem de UFC. Amostras de substrato coletadas diretamente das
embalagens de substrato foram também processadas como controle do

experimento.

2.2.5 Avaliagao da resisténcia a Ralstonia solanacearum em condi¢goes de

casa-de-vegetacao

A avaliacado dos transformantes quanto a resisténcia ao Moko foi realizada
na Embrapa Tabuleiros Costeiros. Plantas com aproximadamente 30 cm de altura
foram inoculadas com suspenséao bacteriana do isolado de R. solanacearum raga
2, obtido em Sergipe, previamente caracterizado e denominado SE02. O inéculo
foi preparado a partir de colénias crescidas por 48 horas a 28°C em meio Kelman.
A suspenséo foi preparada em agua destilada estéril e ajustada para 108 ufe.mL™,

Para inoculacéao, 2,5 mL da suspensao bacteriana foram infiltrados com auxilio de
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uma seringa hipodérmica na porgdo mediana do pseudocaule. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso com trés repeticdes por tratamento. Como
controle foram utilizadas plantas injetadas com agua destilada estéril e plantas
nas quais apenas foram realizados ferimentos com a seringa. Plantas das
cultivares Prata e sabidamente suscetiveis foram também inoculadas como
controle da inoculacao.

A partir do segundo dia apés a inoculacéao, até o vigésimo, as plantas foram
avaliadas diariamente, utilizando-se uma escala de notas variando de 0 a 5, onde:
(0) Planta sem sintoma; (1) Necrose na folha vela; (2) Folhas murchas e verdes;

(3) Murcha com clorose; (4) Murcha com clorose intensa e (5) Planta morta.

2.2.6 Processamento de dados e analises estatisticas

Com os dados das avaliagbes morfoldégicas foi realizada analise
multivariada de agrupamento. Utilizou-se a distancia de Cole-Rogers apds os
dados multicategdricos terem sido ordenados e analisados como variaveis
quantitativas discretas (SOKAL e ROHLF, 1962). Os agrupamentos hierarquicos a
partir da matriz de distancia genética foram obtidos pelo método UPGMA -
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (SNEATH e SOKAL 1973).
A validacdo dos agrupamentos foi determinada pelo coeficiente de correlagao
cofenético (SOKAL e ROHLF, 1962). A significancia da correlagdo cofenética foi
calculada pelos testes t e de Mantel (1000 permutacdes) (MANTEL, 1967). Para a
obtencao da matriz de distdncia genética e testes de significancia do coeficiente
de correlagdo cofenético foi utilizado o programa Genes (CRUZ, 2008). O
dendrograma foi obtido pelo programa Statistica (STATSOFT, 2005).

Os dados obtidos nas analises microbiolégicas foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelos testes de Scott-Knot (1974) e Tukey
a 5 % de probabilidade.

Com os valores de severidade doenca foi calculado o indice da doencga
(ID), segundo a formula de McKinney (1923) [ID = Z (grau da escala x frequéncia)
x 100/(n°® total de unidades x grau maximo da escala)]. Adicionalmente estimou-se
a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (SHANER e FINNEY,

1977). Os dados foram submetidos a analise de varidncia e os valores
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comparados pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade utilizando o programa SAS
(The SAS Institute Inc., Version 9.0, Cary, NC, Estados Unidos).

2. 3 RESULTADOS

2.3.1 Analises moleculares

As anadlises de Southern blot permitiram confirmar a integragdo do vetor
pST10 utilizando tanto sondas construidas com o gene stx quanto com o gene
nptll. (Figura 2.1).

O evento 27-1 (linha 3) mostrou um padrao de digestdo diferente, com
maior numero de bandas nas duas sondas utilizadas em relacdo aos outros
eventos, que obtiveram perfis semelhantes, de apenas 1-2 bandas. Enquanto que
para o gene stx foi observada apenas uma banda por evento, para o gene nptll
foram observadas duas bandas, a excegcdo do evento 27-15 (linha 13), onde

apenas uma banda foi observada.
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Figura 2.3.1: Fotorradiografia de analises de Southern blot de plantas de
bananeira transformadas com a construgcédo psT10 utilizando sondas baseadas no
gene stx (painel superior) e nptll (painel inferior). 1- Controle positivo (plasmideo
psT10), 2- Controle negativo (planta nao transformadas); 3- 13 Eventos de
transformacao (3- 27::1, 4- 27::2, 5- 27::3, 6- 27::4, 7- 27::5, 8- 27::7, 9- 27::10,
10- 27::11, 11- 27:: 12, 12- 27::13, 13- 27::15). Valores no lado esquerdo indicam
tamanho em kilobases (kb). Setas no lado direito indicam a presenga dos sinais
de hibridizac&o.
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2.3.2 Caracterizagao morfolégica

Os parametros utilizados permitiram a caracterizagdo dos gendtipos
estudados. Todavia, as analises quantitativas ndo ofereceram resultados
representativos, pelo que néo foram consideradas (dados ndo mostrados).

O coeficiente de correlagado cofenética obtido baseados nos parametros
qualitativos foi de 0,72, indicando uma adequada correlacao entre as matrizes de
distancia e de agrupamento. A analise de agrupamento dos gendétipos revelou trés

grupos de dissimilaridade (Figura 2.3.2).
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Figura 2.3.2 Dendrograma obtido com base em descritores morfolégicos
qualitativos de eventos de bananeira transformadas e nao transformadas da
cultivar Terra Maranhdo. Agrupamentos foram realizados utilizando o método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).

No primeiro grupo encontram-se os eventos 27.1, 27.2, 27.4, 27.5, 27.6,
27.7, 27.9, 2711, 27.12 e 27.13. No segundo, os eventos 27.10, 27.15 e 31.1, e
no terceiro os eventos 27.3, 31.2 e as plantas nao transformadas (TM) utilizadas
como controle para a comparagao.

Apenas cinco descritores qualitativos evidenciaram um pequeno grau de
polimorfismo, sendo eles: tonalidade da cor verde do pseudocaule, antocianina

externa do pseudocaule, forma da margem do peciolo, cor da margem do peciolo
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e cor da face ventral da nervura principal. Os demais descritores qualitativos

analisados apresentaram apenas caracteristicas monomorficas.

2.3.3 Andlises microbiolégicas

Nas analises realizadas com plantas in vitro nao foram detectados
microrganismos. Ja as analises realizadas com plantas acondicionadas em casa-
de-vegetacdo permitiram caracterizar os gendtipos quanto a associacdo com
fungos e bactérias. Nessas condi¢des, ndo foram verificadas diferengas quanto a
presenga de fungos (dados nao mostrados). Todavia, houve diferengas
significativas quanto a associacdo de bactérias endofiticas, cujo numero foi
significativamente maior nas plantas nao transformadas (Figura 2.3.3A).

Embora em menor intensidade quando comparado com a populacdo de
bactérias endofiticas, as analises do substrato rizosférico também revelaram
diferengas significativas na populagao bacteriana entre as plantas transformadas
e o controle (Figura 2.3.3B). De maneira similar as analises com plantas, a

quantificagdo de fungos no substrato, ndo revelou diferengas entre tratamentos.
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Figura 2.3.3: Unidades Formadoras de Colénia (UFC) de bactérias isoladas de
raizes de plantas de bananeira cultivar Terra Maranhao transformadas e nao
transformadas (TM). Valores correspondem a média de UFC de trés observagoes
de duas repeticdes biologicas. (A) Bactérias endofiticas isoladas a partir de
raizes. (B) Bactérias isoladas a partir de substrato rizosférico. TM: plantas sem
transformar. SOR: substrato coletado da embalagem sem utilizar. Tratamentos
com letras iguais ndo diferem estatisticamente (Teste de Scott-Knott 5% de
probabilidade).

2.3.4 Avaliagcao da resisténcia a Ralstonia solanacearum em condi¢oes de

casa-de-vegetacao

O método de inoculagao utilizado permitiu o desenvolvimento de sintomas
da doenga em todas as plantas inoculadas. Todavia variagdes no progresso da
doencga entre plantas de um mesmo tratamento gendtipo foram observadas. Os
primeiros sintomas (necrose da folha vela) foram observados aos cinco dias apés

a inoculacao os quais ao longo de 21 dias foram progredindo para uma murcha
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com clorose intensa e consequente morte da planta (Figura 2.3.4 e 2.3.5). Nao

foram observadas diferengas quanto ao periodo de incubagéo.

Figura 2.3.4. Plantas de bananeira cultivar Terra Maranhdo apresentando
diferentes estadios do desenvolvimento de Moko apdés a inoculacdo com
Ralstonia solanacearum raga 2 em condi¢des de casa-de-vegetacdo. A- Planta
sem sintomas; B- Planta com sintomas iniciais de murcha com folhas ainda
verdes. C e D- Plantas com sintomas de murcha intensa e clorose acentuada; E-
Planta com murcha e folhas necrosadas; F- Planta morta.
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Figura 2.3.5: indice da doenca das plantas de bananeira cultivar Terra Maranhao
transformadas com o gene stx (27::1, 27::2, 27::4, 27::7, 27::10, 27::11, 27::12,
27::13, 27::15) e nao transformadas (TM) inoculadas com Ralstonia solanacearum
raca 2 em casa-de-vegetacdo. Os graficos foram divididos visando melhor
visualizacdo, ambos com TM (plantas sem transformar) como parametro de

comparagao.

As analises comparativas de indice da doenga e area abaixo da curva de

progresso da doenga (AACPD) revelaram variagdes entre tratamentos, porém

sem diferengas estatisticas significativas (Figura 2.3.6). Apenas o evento 27::1

revelou valores de AACPD menores do que o resto dos tratamentos.
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Figura 2.3.6: Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) de plantas
bananeira cultivar Terra Maranhao transformadas (27::1, 27::2, 27:4, 27:7,
27::10, 27:11, 27::12, 27::13, 27::15) e nao transformadas (TM) com o gene stx
inoculadas com Ralstonia solanacearum raga 2 em casa-de-vegetagao.
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2.4 DISCUSSAO

A obtencédo de plantas geneticamente modificadas (GM) tornou-se uma
ferramenta de grande valor, contribuindo nos programas de melhoramento em
diferentes espécies vegetais. Apesar da rejei¢ao inicial a tecnologia, 0 numero de
espécies GM bem como a area plantada s6 tende a crescer (ALDERBON et al
2010; FAO, 2008). O uso de plantas transgénicas com genes de peptideos
antibacterianos é uma alternativa de controle a doencgas bacterianas onde fontes
de resisténcia natural sdo escassas e/ou o processo de geragao de novas
variedades é complexo e demorado, como é o caso do patossistema Musa spp-
Ralstonia solanacearum. O potencial de uso destes genes visando resisténcia a
bactérias ja foi comprovado (MONTESINOS, 2007; CARDOSO et al.,, 2010;
MENG et al., 2010). Entretanto, de maneira similar a outros genes utilizados para
a resisténcia a doengas via transgenia, nao existe nenhuma cultura GM comercial
que utilize estes genes. Varios séo os fatores que influenciam esta adogéo, mas
entre os principais esta a percepcdo publica e falta de estudos focados em
biosseguranga tanto humana quanto ambiental. Neste trabalho plantas de
bananeira ‘Terra Maranh&o’ transformadas com o gene stx, foram caracterizadas
visando determinar a inser¢ado e numero de copias do transgene, bem como os
possiveis efeitos desta inser¢cado nas caracteristicas morfolégicas, microrganismos
associados e finalmente sobre a resisténcia ao Moko da bananeira.

As analises de Southern blot, confirmaram a ocorréncia da inser¢ao do
vetor utilizando tanto sondas construidas com o gene stx quanto com npfil.
Todavia os resultados obtidos revelaram um padrao de integragdo quase idéntico
na maioria dos eventos com apenas 1-2 cdpias, a exce¢ao do evento 27::1 que
mostrou um padrao diferente nas duas sondas utilizadas, com maior numero de
copias. Diferentes fatores podem ser responsaveis por este tipo resultados como:
proximidade no local de inser¢ado do transgene no genoma da planta, problemas
de sensibilidade na metodologia de detecgéo utilizada, ou mesmo que esses
transformantes foram originados de um unico evento de transformagdo, mas
multiplicados como linhagens diferentes.

Quando se utiliza o bombardeamento como método de transformacao,

como é o caso das plantas analisadas neste estudo, varias cépias do transgene
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podem ser inseridas, inclusive no mesmo local do genoma. Todavia, as analises
de Southern blot ndo permitiram visualizar esse padrao. De maneira interessante,
o perfil de hibridizagcado observado com as duas sondas foi diferente. O fato de o
tempo de exposi¢cdo para a revelagao ter sido maior para a sonda nptll (duas
horas a mais) pode ter permitido uma melhor visualizagdo dos produtos de
hibridizacdo. E importante destacar que imediatamente apds o processo de
revelagcao outros produtos de hibridizacdo, porém de menor intensidade foram
observados na hibridizacdo com a sonda stx. Estas bandas, contudo ndo foram
visiveis apds a foto-documentagdo. Conclui-se que a metodologia utilizada foi
eficiente para a detecgdo do transgene, porém estudos adicionais visando
determinar com maior precisdo o numero de copias presentes em cada
transformante sao necessarios.

Analises fenotipicas baseada em descritores morfolégicos sdo de suma
importancia na caracterizagdo de germoplasma (RAMOS e QUEIROZ, 1999).
Embora existam caracteristicas de Musa spp. que s se expressam na fase adulta
(PILLAY et al, 2000) e que na maioria de estudos com espécies GM, niveis
significativos de variabilidade morfoldégica ndo tenham sido relatados, analises
comparativas quanto a descritores morfologicos entre plantas GM em relagao as
nao transformadas foram realizadas.

Os dados obtidos na avaliacdo de parametros quantitativos nao foram
considerados representativos, pois apresentavam um alto coeficiente de variacao.
Esta variabilidade pode ter sido condicionada por diferengcas existentes nas
plantas no inicio da aclimatizacdo, mas também pelo fato de algumas plantas
foram aclimatizadas em épocas diferentes, devido a baixa taxa de multiplicagao in
vitro desta cultivar.

Embora cinco descritores qualitativos (tonalidade da cor verde do
pseudocaule, antocianina externa do pseudocaule, forma da margem do peciolo,
cor da margem do peciolo e cor da face ventral da nervura principal) evidenciaram
polimorfismo, 0 mesmo foi considerado baixo. Adicionalmente, a separagcao dos
gendtipos em trés grupos diferentes, com as plantas sem transformar (TM)
alocadas em um grupo distinto da maioria dos transformantes, nao foi
considerada como indicativo de variagdes morfolégicas contrastantes resultantes
da insercao do transgene. Diversidade nos parametros avaliados inerente a essa

cultivar, bem como a metodologia utilizada podem ser responsaveis pelos
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agrupamentos identificados. Técnicas moleculares que possibilitam detectar
polimorfismo em nivel de DNA nesta espécie tém gerado um grande numero de
marcadores moleculares (PILLAY et al. 2000) que poderiam, no futuro, ser
utilizado para a caracterizagao destas plantas.

Plantas GM tém sido geradas em diversas espécies no intuito do aumentar
a resisténcia a patégenos. Entretanto, poucos estudos tém sido direcionados para
determinar o impacto dessas plantas sobre a complexa comunidade microbiana
do solo e associada a planta (KOWALCHUK et al., 2003; MOTAVALLI et al.,
2004; LIU et al., 2005).

Valores significativamente menores de bactérias endofiticas foram
observados nas plantas transformadas quando comparadas as néao
transformadas. Isto sugere que a expressado constitutiva da sarcotoxina IA esta
afetando diretamente o equilibro da flora bacteriana endofitica nessas plantas.
Todavia, ndo foram observadas diferengas quando a populagdo de fungos foi
avaliada, indicando que a agao antimicrobiana é mais eficiente contra bactérias.

Embora em menor intensidade, efeitos significativos também foram
encontrados sobre a comunidade bacteriana da rizosfera, confirmando mais uma
vez o potencial da sarcotoxina |IA sobre este grupo de microrganismos. Fatores
como menor concentracdo do peptideo no rizoplano, maior complexidade da
comunidade microbiana na rizosfera, bem como menor estabilidade da proteina
no substrato, podem ter contribuido para que o efeito detectado na rizosfera tenha
sido menor quando comparado com o observado sobre a comunidade endofitica
(LIU et al., 2005).

Decréscimos na populacdo de bactérias na rizosfera de plantas
transformadas com genes antimicrobianos foram também relatados em batata
(AHRENHOLTZ et al., 2000). De maneira similar, Heuer et al. (1997) também
observaram diminuicao da populagao bacteriana em plantas transformadas com o
peptideo antimicrobiano Lisozima T4. Outros estudos, no entanto, n&do verificaram
diferencas na populagao bacteriana entre plantas transgénicas e néao transgénicas
(SESSITSCH et al.,, 2002). Fatores relacionados a espécie de planta, tipo de
substrato, tipos de constru¢des e genes, bem como as técnicas empregadas para
a deteccao de microrganismos podem ter influenciado esses resultados
(KOWALCHUK et al., 2003; DUNFIELD e GERMIDA, 2004; LIU et al., 2005).
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Poucos estudos tém sido realizados avaliando o efeito de transgenes sobre
a comunidade de microrganismos endofiticos. Em um dos poucos estudos
encontrados na literatura, o impacto da expressédo de genes antibacterianos sobre
a populacao de bactérias endofiticas em batata foi comparavel com os efeitos que
podem provocar o tipo de gendtipo, o tipo de solo ou mesmo a infecgado por
patdogenos (RASCHE et al., 2006). Desta maneira, estudos adicionais visando
verificar o efeito de outros fatores como os relatados nesse estudo sao necessario
no intuito de aprofundar os conhecimentos sobre dindmica populacional de
bactérias endofiticas nas plantas utilizadas neste trabalho.

A construgdo génica empregada na geragao das plantas utilizadas neste
estudo tem o gene stx sob o controle do promotor 35S o qual garantiria uma alta
expressao constitutiva. Adicionalmente, a construgdo possui um peptideo sinal da
proteina PR-1A que permite a translocagcdo do produto génico aos espagos
extracelulares, local onde se encontram as bactérias. Assim, era de esperar um
efeito significativo da sarcotoxina |A sobre bactérias presentes nessa regiado
sejam patogénicas ou nao. Entretanto, quando os transformantes foram
inoculados com R. solanacearum nao foi observada uma reducéo significativa da
severidade da doenca. As analises comparativas de indice da doenca e AACPD
revelaram variagdes, porém sem diferencas significativas. Entre as possiveis
causas para explicar estes resultados estdo o método de inoculagdo e a
concentragao inoculo utilizados, os niveis de expressdo génica ou mesmo O grupo
bacteriano a qual pertence R. solanacearum.

Uma vez que o fendtipo de resisténcia esperado € quantitativo e
condicionado pela agao direta da sarcotoxina |IA sobre as bactérias, concentragcao
de inéculo e a via com ela é administrada sdo fundamentais para visualizar o
efeito do transgene. Assim, o método de inoculagao utilizado, baseado na injegéo
no pseudocaule e a concentracdo de indculo 1 mL (10® ufc.ml") podem ser
excessivamente agressivos para visualizar o efeito do transgene na redugao da
doenca. E possivel que a sarcotoxina IA esteja atuando, mas em niveis que n&o
conseguem conter a infeccdo do patdégeno, devido a que o numero de células
patogénicas € superior aquela que o a quantidade de peptideo expresso
consegue combater. Experimentos utilizando métodos de inoculagdo e
concentracdes de indculo inferiores, de preferéncia que simulem o processo de

infecgao natural em campo, devem ser realizados, pois plantas em condicdes de
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campo nunca se enfrentardo a pressado de indculo utilizada neste estudo. Da
mesma forma, estudos de expressdo génica em nivel de transcricgdo sao
necessarios no intuito de verificar o possivel efeito dos niveis de expressao nos
resultados obtidos, tanto nas analises microbiolégicas quanto na inoculagdo com
R. solanacearum.

A eficiéncia do gene stx na redugcdao de doengas em plantas ja foi
constatada em citros contra Xanthomonas anoxopodis pv. citri (BESPALHOK
FILHO et al., 2001). Adicionalmente, outros peptideos antibacterianos como a
cecropin MB39 e a attacina ja foram utilizados com sucesso em outros
patossistemas (AZEVEDO, 2005; NORELLI et al., 1994; KO et al., 2002). Todavia,
outros estudos relataram o insucesso no aumento da resisténcia a doengas em
plantas com este tipo peptideos. Florack et al. (1995) transformaram fumo o gene
da cecropina B, e nado conseguiram aumentar a resisténcia contra R.
solanacearum e P. syringae pv. tabaci. A rapida degradagdo da cecropina por
proteases enddgenas foi apontada como responsavel pela baixa agao do
peptideo, pois os niveis de transcritos foram altos. De maneira similar, Hightower
et al. (1994) ndo conseguiram aumentar a resisténcia de fumo a P. syringae pv.
tabaci com a introdu¢ao de um gene quimérico de cecropina A/B.

Nota-se, que na maioria dos estudos estes peptideos tiveram sucesso
contra bactérias dos géneros Xanthomonas, Erwinia, € em algumas espécies de
Pseudomonas. Nos bibliografia consultada, resultados positivos com R.
solanacerum nao foram encontrados. Desta forma, o tipo de bactéria ou grupo
bacteriano poderia influenciar na eficiéncia destes peptideos, pelo que estudos

direcionados a responder esta hipétese sdo necessarios.



54

CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho plantas de bananeira cultivar Terra Maranhao
transformadas com o gene stx, que codifica para a sarcotoxina IA foram
caracterizadas fenotipica e molecularmente.

Foi confirmado que as plantas transformadas possuem o inserto tanto do
gene stx quanto do gene marcador nptll, porém estudos direcionados a
determinar o numero exato de cépias precisam ser conduzidos.

A caracterizagao morfolégica revelou variagdes entre genétipos, porem nao
foram consideradas como contrastantes para esta cultivar nas condicbes
experimentais utilizadas. Ja as analises microbiologicas revelaram niveis
significativamente menores de bactérias endofiticas e rizosféricas nas plantas
transformadas do que nas nao transformadas. Nas mesmas condicdes
experimentais, ndo foi observado qualquer efeito sobre populagédo de fungos, o
que indica um maior efeito antimicrobiano ou seletividade da construgao utilizada
sobre bactérias.

A diversidade microbiana nao foi avaliada, porém estes estudos sio de
vital importancia e deverdao ser realizados no intuito de verificar quais sdo os
grupos microbianos mais freqlentes em plantas transformadas ou nao. Técnicas
moleculares que permitem a deteccdo de diversidade e identificacdo de
microrganismos em larga escala deverdo ser utilizadas.

Nao foi verificada redugéo significativa da doenga quando as plantas foram
inoculadas com R. solanacearum. Embora sem diferengas significativas, as
analises comparativas de indice da doenca e AACPD, bem como a taxa de
progresso da doenga revelaram variagées com alguns eventos mostrando valores
ligeiramente menores de intensidade da doenga. Nesse sentido, € importante
ressaltar que a diferenga de genes importantes na transducado de sinais, onde
podem ser esperados efeitos qualitativos mediados por reagdo de
hipersensibilidade (HR- Hypersensitive Response), o fendtipo de resisténcia
esperado para este tipo de gene é quantitativo. Assim, fatores como concentragéo
de indculo e método de inoculagdo sdo fundamentais para visualizar o efeito do
transgene. Experimentos utilizando meétodos de inoculagdo e concentragdes de
inéculo inferiores as utilizadas neste estudo, de preferéncia que simulem o

processo de infecgdo natural em campo, devem ser realizados no intuito de
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caracterizar melhor o fenétipo de resisténcia ao Moko. Um problema que precisa
ser atendido é a recalcitrancia a micropropagagao que apresenta a cultivar Terra
Maranhdo, pois estudos com um maior numero de plantas precisam ser
conduzidos para garantir a representatividade dos resultados.

Os resultados obtidos no presente estudo, apesar de preliminares,
representam o primeiro relato de caracterizagdo de banana transgénica no Brasil
e constituem um importante passo para o entendimento dos efeitos que peptideos
antimicrobianos podem induzir sobre os microrganismos sejam alvos ou nao.
Adicionalmente, abrem novas interrogantes ao uso de plantas transgénicas
expressando constitutivamente peptideos atimicrobianos de amplo espectro na
agricultura. Se efetivamente estes peptideos reduzem a populagao de bactérias
endofiticas e rizosféricas, a utilizacdo de uma cultura GM com estes genes
poderiam trazer sérias consequéncias tanto para a cultura alvo quanto no
ambiente. Estudos visando verificar se a diminuicdo da populacdo de bactérias
endofiticas ou na rizosfera implicara em aumento da susceptibilidade a outras
doencgas a exemplo do mal-do-Panama deverao ser conduzidos. Da mesma forma
caso o potencial de uso destes peptideos se concretize outras estratégias de
engenharia genética, como a obtencdo de peptideos sintéticos e uso de
promotores induzidos pelo patdgeno deverao ser empregadas.

Finalmente, € importante ressaltar que estudos visando a obteng¢ao de
bananeira transgénica com o gene stx, foram realizados pela Embrapa Mandioca
e Fruticultura Tropical em titulo de prova de conceito, pois a prépria origem do
gene (mosca varejeira) e a conotacao social da cultura da bananeira dificultaria

enormemente a aceitacao de plantas GM sob estas condigdes.
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